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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Bacillus licheniformis OSBS6‘DAN AMILAZ VE PROTEAZ ENZIiMLERININ
UCLU FAZ AYIRMA SISTEMI (TPP) iLE SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

Damla RUZGAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

Bu tez galigmasi kapsaminda; Tiirkiye’nin farkli jeotermal alanlarindan sicak su alinarak izole
edilen 26 izolatin amilaz ve proteaz iiretme potansiyelleri petri denemeleri ile arastirildi. Sonugta
en genis zon ¢ap1 veren OSBS6 izolat1 segilerek 16S rRNA sekans analizi sonucu %99 Bacillus
licheniformis’e benzerlik gosterdigi tespit edildi. B. licheniformis OSBS6’dan amilaz ve proteaz
enzimleri U¢lii faz ayirma (TPP) sistemi ile kismi olarak saflastirildiktan sonra biyokimyasal
karakterizasyonlar1 yapildi. TPP sistemi ile amilaz enzimi pH 7,0, 1,0:1,5 (Ham enzim ¢dzeltisi:
t-biitanol oran1) ve %30 doygun amonyum siilfat kullanilarak 9%32,84 verimle 7,23 kat; proteaz
enzimi ise pH 6,0, 1,0:1,5 (Ham enzim ¢ozeltisi: t-biitanol oran1) ve %70 doygun amonyum siilfat
kullanilarak %87,65 verimle 13,33 kat saflastirildi. SDS-PAGE jel elektroforez yontemiyle
amilaz ve proteaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 sirasiyla ~56,65 ve ~35,87 kDa olarak
hesaplandi. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz ve proteaz enzimlerinin optimum
pH’lar1 ise sirasiyla 9,0 ve 10,0; optimum sicakliklari ise sirasiyla 70°C ve 60°C olarak belirlendi.
10 mM’Iik K** metal iyonu %8 oraninda amilaz enzimini artirirken 10 mM’Iik Mn*? metal iyonu
ise %92 oraninda proteaz enzim aktivitesini arttirdig1 tespit edildi.10 mM’lik Co*? metal iyonu
amilaz enzimini tamamen inhibe ederken proteaz enziminin ise aktivitesini disiirdiigi belirlendi.
Amilaz ve proteaz enzimlerinin metaloenzim inhibitorii olan EDTA ile tamamen inhibe oldugu
tespit edildi. Amilaz enzim aktivitesinin %20’lik gliserol varliginda %5 oraninda artirdig1, proteaz
enzim aktivitesinin %15’lik etanol varliginda %94 oraninda korundugu goézlemlendi. Amilaz ve
proteaz enzimlerinin aktivitelerini %1’lik H»O» varliginda sirasiyla %94 ve %97 oraninda
korudugu belirlendi. Amilaz ve proteaz enzimlerinin sirasiyla patates nisastasi ve kazeine
substratlarina kars1 yiiksek spesifiklik gosterdigi belirlendi. B. licheniformis OSBS6’dan
saflastirilan amilaz ve proteaz enzimlerinin sirasiyla patates nisastasi ve kazein subtsratlari i¢in
Km ve Vmax degerleri sirastyla 5,18 mg/mL; 5,76 mg/mL ve 0,0604 umol.ml™.dk*; 27,10 umol.
mlt.dk? olarak hesaplandh.

2019, 118 sayfa

Anahtar Kelimeler: Amilaz, Proteaz, Termofilik bakteri, Bacillus licheniformis, ti¢lii faz
ayirma sistemi (TPP)



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AMYLASE AND
PROTEASE ENZYMES FROM Bacillus licheniformis OSBS6 BY THREE-
PHASE PARTITIONING SYSTEM

Damla RUZGAR

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

Supervisor: Assoc. Dog. Dr. Melda SISECIOGLU

In this thesis; The amylase and protease producing potentials of 26 isolates isolated from different
geothermal fields of Turkey were investigated by petri dishes. As a result, 16S rRNA sequence
analysis was found to be similar to 99% Bacillus licheniformis by selecting OSBS6 isolate which gives
the widest zone diameter. Biochemical characterization of amylase and protease enzymes from B.
licheniformis OSBS6 was performed after partial purification by three phase partitioning (TPP)
method. With the TPP system, the amylase enzyme was purified by 7.23 fold with 32.84% yield using
pH 7.0, 1.0: 1.5 (Crude enzyme solution: t-butanol ratio) and 30% saturated ammonium sulfate, while
the protease enzyme was purified by 13,33 fold with %87,65 yield using pH 6,0, 1,0:1,5 (Crude
enzyme solution: t-butanol ratio) and 70% saturated ammonium sulfate. The molecular weights of
amylase and protease enzymes were calculated as ~ 56,65 and ~ 35,87 kDa by SDS-PAGE gel
electrophoresis, respectively. The optimum pH of amylase and protease enzymes purified from B.
licheniformis OSBS6 were found to be 9.0 and 10.0, respectively; optimum temperatures were
determined as 70 ° C and 60 ° C, respectively. 10 mM K ** metal ions increased the activity of amylase
enzyme by 8% and 10 mM Mn * 2 metal ion was found to increase the protease enzyme activity by
92%. The 10 mM Co* ? metal ion completely inhibited the amylase enzyme, while it decreased
protease enzyme activity. Amylase and protease enzymes were found to be completely inhibited by
EDTA, a metalloenzyme inhibitor. It was observed that amylase enzyme activity increased by 5% in
the presence of 20% glycerol and the protease enzyme activity was protected by 94% in the presence
of 15% ethanol. It was determined that amylase and protease enzymes maintained their activity in 94%
and 97% respectively in the presence of 1% H>O,. Amylase and protease enzymes were found to show
high specificity against potato starch and casein substrates, respectively. The Ky and Vmax values for
the potato starch and casein substrates of amylase and protease enzymes, purified from B.
licheniformis OSBS6, were calculated as 5,18 mg/mL; 5,76 mg/mL and 0,0604 pmol ml*t.min; 27,10
pumol.ml-t.mint, respectively.

2019, 118 pages

Keywords: Amylase, Protease, Bacillus licheniformis, Three phase partitioning system,
Thermophilic bacteria
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, spesifik bir biyokimyasal reaksiyonu gergeklestirmek igin canli organizmalar
tarafindan tretilen katalizorlerdir. Biyokatalizorler olarak da adlandirilirlar. Enzimler
normal bir kimyasal reaksiyonun hizint 100 milyon ile 10 milyar kat kadar hizini
artirabilirler (Gurung et al. 2013). Katalitik RNA molekiilllerinin kii¢iik bir grubu harig
¢ogunlugu protein yapisinda oldugundan DNA seviyesinde diizenlenir (Keha ve
Kiifrevioglu 2009). Enzimler hem katalizledigi reaksiyon hem de subsrat se¢iminde
oldukga spesifiktirler (Negi and Banerjee 2009). Herhangi kalici bir degisiklige
ugramaksizin aktivasyon enerjisini diisiirerek sadece reaksiyon hizini artiran biyolojik
makromolekiillerdir. Enzimlerin biyodegrede edilebilir ve toksik olmamalar1 nedeniyle

zararli kimyasallar yerine de kullanilabilirler (Singh et al. 2016).

Enzimlerin bir kism1 sadece protein yapisiyla fonksiyon gosterir. Ancak biiylik kismi
enzimatik aktivite i¢in zorunlu olan protein yapisinda olmayan kofaktor denilen kisimlara
ihtiya¢ duyar. Kofaktorlii enzimlere holoenzim denir. Protein kisimlarina ise apoenzim
denir. Kofaktor metal iyon olabildigi gibi koenzim ad1 verilen kompleks yapida organik
bir molekiil de olabilir. Enzimler oldukga spesifik olup genellikle tek bir reaksiyon tipini
katalize eder (Ha and Bhagavan 2011).

Dogada bulunan enzimler eski zamanlardan beri peynir, maya, bira, sarap, sirke, deri,
civit ve keten gibi maddelerin iretiminde kullanilmistir. Bu islemlerin timii ya
kendiliginden biiyiiyen mikroorganizmalar tarafindan ya da buzag rumeni, papaya

meyvesi gibi ilave maddeler eklenerek yapilmistir.

Enzim kullanimi1 insanoglu yiizyillar 6ncesine kadar bilmesine ragmen bu biyomolekiile
bir bilimsel terminoloji ilk kez Wilhelm Friedrich Kiihne tarafindan verilmistir.

Enzimlerin tarihcesine bakildiginda ise 1783’de Italyan Katolik Rahip Lazzaro



Spallanzani biyogenez calismasinda ilk kez enzimin Onemine deginmistir. 1812°de
Gottlieb Sigismund Kirchhof nisastayr glikoza doniistiirmenin proseddriinii arastirirken
katalizor olarak uygulamasini aydinlatmistir. 1833°de Fransiz Kimyaci Anselme Payen
ilk enzim distaz1 kesfetmistir. 1835°de Isvec bilimadami Jons Jacob Berzelius tarafindan
distaz enzimi tarafindan nisastanin hidrolizi katalitik reaksiyon kabul edilerek
fermantasyonun katalitik aktivite kaynakli oldugu yorumlanmistir. 1862’lerde Louis
Pasteur, Ferdinand Cohn ve Robert Koch enzimlerin sadece canli hiicre iginde fonksiyon
gosterdigi ve hayati bir molekiil oldugu yorumlanmistir. 1897°de Eduard Buchner
mayadan hiicre igermeyen ekstraktdan glukozun etanole doniisiimiinii gosterirken;
1908’de Alman bilimadami Otto Rohm derileri kesmek ve tabakhanede gereksinimi
karsilamak icin inorganik tuzlarla pankretik enzimlerin kullanimi gergeklestirilmistir.
Ancak ilk kez enzimin saflastirilmasi 1947’de James B. Sumner tarafindan basarilmstir.
John Northrop ve Wendell Stanley pepsini izole etmek i¢in kompleks bir prosediir
kesfetmistir. John Northrop ve Wendell Stanley 1947°de Nobel Odiiliinii James B.
Sumner ile paylasmistir. 1960°da NOVO tarafindan ticari alanda Bacillus lichenformis
kulanilarak proteaz iiretimine baslanmigtir. 1980°den sonra enzim tiretimini gelistirmek
ve ayni zamanda protein miihendisligi tarafindan enzimlerin 6zelligini degistirmek i¢in

genetik mithendisligi teknolojileri kullanilmaya baslanmistir (Gurung et al. 2013).

Enzimler katalizorlerle kiyaslandiginda; yiliksek katalitik etkinlik ve ozgiilliiklere sahip
olmalar1 yaninda, gereksiz yan iriinleri olusturmayan, ¢evreyle dost, toksik olmayan,
diisiik enerji ihtiyaci ve maliyetinin diisiik olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1 endiistrilerde

kullanimi1 hizla artmaktadir (Singh et al. 2016).

Enzimler; yiyecek ve igecek, deterjan, tekstil, kagit, hayvan yemi, deri, yakit, kozmetik,
ilag gibi cesitli endiistrilerde énemli rol oynamaktadir. Ozellikle mikrobiyal enzimler
endistrinin toksik bilesenlerini ve fenolik bilesikler, nitriller, aminler gibi atiklar1 ya
doniisiim ya da degredasyon yoluyla ortadan kaldirma yetenegine sahiptir. Mikrobiyal
enzimler genetik kaynakli enzim eksikligi tedavisinde kullanilir. Ornegin kalitsal
konjenital sukroz izomeraz eksikligi olan hastalar sukroz sindiremediginden sakkarosidaz

(B-fruktofuranozid fruktohidrolaz, EC 3.2.1.6) enzimi sakkarozun sindirimini



kolaylastirmak i¢in oral olarak verilir. Buna ek olarak, fenilalanin amonyak liyaz (EC
4.3.1.24), genetik fenilketoniiri bozuklugunda fenilalanini indirgemek i¢in kullanilir.
Enzimlerin ila¢ ve tani1 endiistrilerinde ¢ok énemli rolleri vardir. Enzimler ELISA ve
diyabet test kitleri gibi tani1 islemleri, enzimatik eksiklik ve sindirim bozukluklariyla
iligkili saglik konularinda terapétik ilag olarak kullanilir. Enzim uygulamalar tipta da
endiistri de kullanildigi kadar genis uygulama alanina sahiptir. Mikrobiyal enzimlerden
ozellikle proteolitik enzimler son yillarda yanik vakalarinda 6lii deriyi kaldirmak igin
kullanilir. Tlaveten enzimler diger saglik bozuluklar1 ve diyabetin belirlenmesi igin klinik
teshislerde de kullanilir. Ornegin; glukoz igin glukooksidaz (EC 1.1.3.4), iire icin iireaz
(EC 3.5.1.5) ve glutamatdehidrogenaz (EC 1.4.1.2).

Enzimler genetik miihendisligi alaninda 06zellikle aminoasit manipiilasyonlarinda
vazgegilmezdir. Ornegin DNA amplifikasyonu i¢in DNA polimeraz PCR’da kullanilir;
restriksiyon endoniikleaz molekiiler klonlamada DNA’nin spesifik bolgelerini kesmek

i¢in kullanilir (Bhat 2000; Gurung et al. 2013; Mane and Tale 2015; Singh et al. 2016).

1.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan kurulan Uluslararasi Enzim Komisyonu
(IUBMB) her enzimi tanimlamak igin sistematik bir isim ve enzim kod numaras1 (E.C)
kullanarak bir siniflandirma sistemi gelistirmistir. Pepsin, renin, tripsin gibi enzimler ilk
calisilan enzimler haric ¢ofu enzimler subsratin sonuna “’az’” eki getirilerek
isimlendirilir. Katalizledigi tepkime tiiriine gore, bunlar oksidorediiktazlar, transferazlar,

hidrolazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak iizere alt1 sinifa ayrilir.

E.C tarafindan onek konulan enzim kod numaralar1 noktalarla ayrilarak dort eleman

igerir.

1.1lk say1, enzimin hangi alt ana boliimden (smifdan) oldugunu gosterir,
2.1kinci say1 alt smifi belirtir,

3.Ugiincii say1 alt-alt siifi verir,



4.Dordiincii say1 alt-alt sinifindaki enzimin seri numarasidir.

Cizelge 1.1. Enzimlerin siniflandirilmasi ve reaksiyon tipleri (Gurung et al. 2013, Ha and
Bhagavan 2011)

Enzim Enzimin Sinmifi Reaksiyon Mekanizmasi

Komisyonu

Numarasi

EC1 Oksidorediiktazlar ~ Oksidasyon reaksiyonlari bir molekiilden

digerine elektron transferini saglar. Biyolojik
sistemlerde her zaman subsrattan hidrojeni
uzaklasrir.  Bu  simifta  tipik  enzimler
dehidrogenazlar olarak adlandirilirlar.

EC2 Transferazlar Enzimlerinin bu smifi bir molekiilden digerine
atomlarinin bir grubunun transferini kataliz
eder

EC3 Hidrolazlar Hidrolazlar ~ su  tarafindan  subsratlarin

hidrolizini katalize eder. Reaksiyolar lipitlerde
ester baglarini, karbonhidratlarda glikozidik
baglar1 ve proteinlerde peptid baglarinin

parcalanmasini saglar.

EC4 Liyazlar Liyazlar gruplarin uzaklastirllmasyla ¢ift
baglarin olusumu ya da cift baglara gruplarin
ilavesini katalizler. Boylece baglar hidrolizden
farkl bir prensip kullanarak parcalar.

EC5 Izomerazlar Izomerazlar ayn1 molekiilde bir pozisyondan
digerine gruplarin transferini katalizler. Diger
deyisle bu enzimler atomlar1 yeniden
diizenleyerek bir subsratin yapisini degistirir.

EC6 Ligazlar Ligazlar, molekiileri kovalent baglarla
birlestirir. Bu enzimler yeni bag grubunun

olusturdugu biyosentetik reaksiyonlara katilir.




1.3. Mikrobiyal Enzimler

Bitkisel, hayvansal mevcut olmasina ragmen endiistride en ¢ok mikrobiyal enzimler

tercih edilmektedir. Mikrobiyal enzimlerin tercih edilme nedenleri arasinda;

1. Mikroorganizmalarin gelisimi hizli olmas1 nedeniyle enzim iiretimi hizli olmasi,

2. Hayvan ve bitkilerle karsilastirildiginda eldesi daha kolay olmasi,

3. Daha az alan gerektirip, daha uygun maliyetli kaynaklar kullanilmasi,
4.Mikroorganizmalarin genetik miihendisligi ve diger yollarla kolaylikla manipiile
edilebilmesi,

5. Daha kolay optimize edilebilmesi,

6. Mevsimsel dalgalanmalar olmay1p diizenli kaynak saglanmasi,

7. Cesitli ekstrem kosullarda stabilitesinin daha yiiksektir,

8. Daha fazla katalitik aktiviteye sahip olmasi sayilabilir. Bu nedenle mikrobiyal
enzimler, endiistriyel islem ve uygulamalar i¢in daha giivenli kaynak olarak tercih
edilmektedir (Goyal et al. 2005, Sundarram and Murthy 2014).

1.4. Multienzimler

Multienzimler, enzimlerin iki ¢esidinden daha fazlasini igeren bir sistem olarak
tanimlanirlar. Multienzimlerin tek enzimlere gére fonksiyonel entegrasyon ve kooperatif
etkisi gibi bazi avantajlar1 vardir. Multienzimlerin isleme, tiretim, remediasyon gibi
karmagik sistemler i¢in yiiksek potansiyelleri vardir. Simdiye kadar ¢oklu enzimler
deterjan, gida ve yem endiistrisin de 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Giiniimiizde etkin
bir sekilde ve ayn1 anda multienzim liretmek i¢in kurulmus biyomiihendislik temeli uygun
bir biyoproses bulunmamaktadir. Geleneksel yollarla multienzimleri tiretmek igin {i¢
metod bulunur; birinci metod direk gesitli enzimlerin karisimini igerir ancak bu metod
cok maliyetlidir. Ikinci yontem de genetik miihendisligi ile ¢oklu fonksiyonlarla
donatilmis mikroorganizmalarin saf kiiltiirii kullanilir. Coklu genler, konak¢1 hiicreler
i¢in agir bir yiik olur ve pratik uygulamay sinirlar. Uciincii yontem ise iyi tasarlanmis

farkli mikroorganizmalardan olusan Karisik bir kiltiirdiir. Bu yontem c¢ok dikkat



¢ekmektedir. Ciinkii karigik kiiltiirdeki bireysel mikroorganizmalar kolayca modifiye
olmaktadir ve biyolriinlerin etkili {iretimi ig¢in mikroorganizmalar arasindaki
etkilesimden fonksiyonel entegrasyon agisindan faydalanilmaktadir. Ayrica ¢oklu
bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi sadece tek bir kiiltiirle basarilabilmektedir (Zhang
et al. 2004).

1.5. Termofilik Enzimler

Enzimler genellikle 50-60°C'nin iizerindeki sicakliklarda aktivitelerini kaybederler ve
denature olurlar. Ancak termostabil enzimler yiiksek reaktivite (daha yiiksek reaksiyon
hizi, daha diisiik difiizyonel kisitlamalar), daha ytiksek kararlilik, daha yiliksek proses
verimi, daha diisiik viskozite ve daha az kontaminasyon problemi gibi nedenlerle avantaj
saglar. Termostabil enzimler, biyoteknolojik proseslerde potansiyel kullanimlar

nedeniyle son derece caziptirler ve dikkat cekmektedirler (Prakash and Jaiswal 2010).

1.6. Bacillus Suslar

Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji kitabina gore Bacilllus suslari gram pozitif, ¢ubuk
sekilli, aerobik, katalaz pozitif, spor olusturan mikroorganizmalardir. (Saxena et al.
2007). Bacillus cinsi suslar endiistriyel enzim fireticisi oldugu bilinir. Enzim pazarinin
yaklasik %50’sinden sorumludur. Enzim {iretimi i¢in bu tiirleri kullaniminin nedeni diger
mikroorganizmalarin enzimatik sentez ve gelisimini engelleyen biiyliime sartlarina
kolayca adapte olur ve laboratuvarda kolayca biiyiitiiliip muhafaza edilmeleridir. Bacillus
subtilis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis ve Bacillus
amyloliquefaciens termostabil o-amilazin iyi ireticileri oldugu bilinmektedir ancak
baslangigta, B. amyloliquefaciens'ten elde edilen a-amilazin yerini B. stearothermophilus
veya B. licheniformis almistir. Bacillus tiirinliin enzimleri, olaganiistli termostabilite
nedeniyle biyiik 6lgekli biyoteknolojik prosesler i¢in 6zel bir ilgi gosterilmektedir (Kirk
etal. 2002, Van Der Maarel et al. 2002, Prakash ve Jaiswal 2010). Termostabil enzimlerle
1stya duyarlilik prosesleri sinirlayan bir faktor degildir (Barros et al. 2013). Lin et al.

(1998) tarafindan Bacillus susundan enzim sentezi i¢in optimal sicakligin 55°C oldugu



bildirilmistir. B. liceniformis peptid antibiyotiklerin ve endiistriyel ekzoenzimlerin
tiretiminde tercih edilen 6nemli bir bakteridir. Tarimda mikrobiyal giibre olarak
kullanilmasmin yaninda endiistriyel alanda enzimatik ajan, peptid, antibiyotik, aseton,
poli-y-glutamik asit iiretmek i¢in de kullanilir. Bacillus tarafindan tiretilen termostabil
amilaz ve proteazlar en dnemli endiistriyel enzimler arasindadir. Kullanilan endiistriyel
enzimlerin ¢ogu hidrolitiktir ve ¢esitli dogal maddelerin degredasyonu icin kullanilir.
Proteaz enzimi deterjan endiistrisinde kullanimi nedeniyle ¢ok biiyiik enzim grubunu
olusturur. Ikinci biiyiik enzim grubu ise nisasta, tekstil, deterjan ve firincilik gibi
endiistrilerde kullanilan basta amilaz olmak {izere karbonhidrazlardir (Underkofler et al.

1958).

1.7. Amilaz

Amilaz, 1833 yilinda Anselme Payen tarafindan kesfedilen ve izole edilen ilk enzimdir.
Amilaz, bitisik glikoz {tniteleri arasindaki a-1,4-glikozidik baglarin1 rastgele
pargalamasiyla basit seker tiirevlerine doniistimiinii katalize eden bir hidrolaz enzimdir.
Sindirimin mekanik isleminin basladigi insan tiikiiriiglinde amilaz bol miktarda bulunur.
Patates, piring gibi ¢ok fazla nisasta iceren yiyecekler az tatlidir. Agizda amilaz ile biraz
cignendiginde nisastanin birazim1 sekere doniistiiriir ve hafif tath bir lezzet birakur.
Endiistriyel uygulamalarda nisastanin seker suruplarma dondstiiriilmesinden etanol
iiretimine, tekstil ve deterjan endiistrisinden farmasétik alan i¢in siklodekstrin tiretimine
kadarpk c¢ok alanda kullanilmaktadir. Hidrolazlarin endohidrolazlar ve ekzohidrolazlar
olmak {izere iki tipi vardir. Endohidrolazlar subsrat molekiiliiniin i¢ tarafindan
parcalarken ekzohidrolazlar indirgeyici olmayan terminal ugta pargalamaya basglar.
Amilazlar endoamilazlar ve ekzoamilazlar olarak iki gruba ayrilir. Endoamilazlar nisasta
iginden rastgele hidroliz ederek ¢esitli zincir uzunluklu lineer ve dalli oligosakkaritlerin
olusumuna neden olur. Ekzoamilazlar ise substratin indirgeyici olmayan ucunu hidroliz
eder ve sonunda daha kisa bir {iriin olusturur. Enzimlerin pek ¢ogu farkl iriinlerle nisasta
molekiiliinii hidroliz eder ve ¢esitli enzimlerin kombinasyonu tamamen nisastay1 hidroliz

etmek icin gereklidir.



Enzim, subsrat molekiiliiniin 4 ile 10 arasindaki glukoz tinitelerini alan bir karakterstik
subsrat baglayan yarik igerir. Her baglanma bolgesi karbonhidrat zincirinin sadece bir
glukoz birimine afinite gosterir. Subsrat baglanma bolgesinin sayisindaki farkliliklar ve
katalitik bolgenin yeri, serbest kalan oligosakkarit uzunlugunu belirler (Gupta et al. 2003,
Gurung et al. 2013, Bozic¢ et al. 2014).

Amilaz g alt sinifa ayrilir; a- - y-amilaz

1. a-Amilaz: (a -1,4-glukan-4-glukanhidrolaz; EC 3.2.1.1) a-Amilaz; glikoz, dekstrin,
limit dekstrin tiretmek i¢in nisastada a-1,4-glikozidik baglarin hidrolizini katalizler. «-
Amilazlar kalsiyum yoklugunda fonsiyonun tamamen yerine getiremeyen kalsiyum
metaloenzimlerdir. a-Amilazlar nisasta zincirleri boyunca rastgele bolgelere hareket
ederek uzun Kkarbonhidrat zincirlerini kirar ve amilozdan maltoz, maltotrioz;
amilopektinden maltoz, glukoz ve limit dekstrin iriinlerini olusturur. a-Amilazin
aktivitesine karar vermek i¢in ¢esitli metodlar mevcuttur. Bunlar nisasta iyodin renk
yogunlugunda artis, DNSA metodu ile indirgenen seker miktarindaki artig, substrat renk
kompleksinin degradasyonu ve nisasta siispansiyonun vizkozitesindeki artisina dayalidir
(Priest 1977; Kirk et al. 2002). a-Amilaz, tahildaki nisastayr sekere yikarak etanol
tiretiminde kullanilir. Yiiksek friikktoz misir surubu iretiminde; ilk adim a-amilaz ile misir
nisastasinin muamele edilerek oligosakkarit adlandirilan dekstrin zincirleri tretilirken
daha sonra glukoamilaz enzimiyle dekstrin zincirlerinden limit dekstrin tretilir. Limit
deltrinler izomeraz enzimiyle fruktoza donistirilir. B. licheniformis’den {iretilen
‘termamil’ adlandirilan bir a-amilaz ise ozellikle bulasik yikama ve nisasta soken

deterjanlarda kullanilir.

2. B-Amilaz: Amilazin bagka formu B-amilaz (EC 3.2.1.2) (alternatif ismi: 1,4-a-D-
glukan maltohidrolaz; glikujenaz; sakkarojen amilaz) bakteri, bitki ve funguslar
tarafindan sentezlenir. f-amilaz polisakkaritin indirgeyici olmayan ucuna hareket ederek
a-1, 4 glikozidik bagmn hidrolizini saglayan bir ekzohidrolaz enzimdir. Meyve
olgunlagmasi sirasinda [-amilaz nisastayr maltoza parcalayarak olgunlasan meyvenin

tatlanmasini saglar. Tahil amilazi malt iiretiminde anahtar rol oynar. Hayvan hiicreleri £5-



amilaz igermez ancak sindirim sistemi igerisinde bulunan mikroorganizmalarda
bulunabilir. B-Amilaz, endiistriyel alanlarin yanisira arastirma alanlarinda farkli
uygulamalar i¢in de kullanilabilir. Cesitli yontemlerle tiretilen nisasta ve glikojen
molekiillerinin yapisal arastirmalarinda; endiistride, demleme ve damitma endiistrisinde

fermantasyon i¢in kullanilir. Ayrica, yiiksek maltoz surubu tiretmek i¢in kullanilir.

3. y-Amilaz: y-Amilaz (EC 3.2.1.3) (alternatif isimleri: Glukan 1,4-a-glukozidaz;
amiloglukozidaz; Ekzo-1,4-a-glukozidaz; glukoamilaz; lizozomal a-glukozidaz; 1,4-a-
D-glukan glukohidrolaz) glukoz iiriinii olan amiloz ve amilopektin sonundaki ucta a-1,4
glikozidik baglarin yanisira a-1,6 glikozidik baglarmi pargalar (Gurung et al. 2013,
Sundarram and Murthy 2014).

1.8. Nisasta

Nisasta; musir, patates, piring, bugday gibi ¢ogu tarim iiriiniin ana bilesenidir. Soguk suda
¢oziinmeyen graniil formundaki nisasta depo maddesi olarak bitki hiicresinde depolanir.
Insan beslenmesinde biiyiik bir enerji saglayan bir karbonhit olan nisasta ekonomik
olmalar1 nedeniyle endiistriyel uygulamalarda siklikla kullanilir (Patel et al. 2017).
Nigasta bitki de depo polisakkaritlerinin en bol formudur ve bu nedenle yiyecek
endistrisinde genisce kullanildigi maltoz, fruktoz ve glukoz iceren suruplarin

tiretilmesinde ucuz bir kaynak olusturur (Gopinath et al. 2017).

Nisasta, amiloz ve amilopektin olmak iizere iki molekiilden olusur. Amiloz a-1,4 glikozid
baglariyla bagh tekrarli glukoz birimlerinden olusan bir lineer zincirdir. Amilozdan farkli
olarak amilopektin her 24-30 glikoz monomerinden birinde a-1,6 glikozidik bagiyla
baglanan bir yan zincir ile baslar. Amiloz iyodinle koyu mavi renk verir. Amiloz daha
viskozdur ve daha fazla suda ¢oziinebilir (Janeéek 2009; Pallardy 2010). Amiloz ve
amilopektin nispi igerigi bitki tiiriine baglhdir. Ornegin, bugday nisastas1 yaklasik %25
amiloz igerirken misir nigastasi ise %97-99'den fazla amilopektinden olusur. Nisastanin
elde edildigi kaynaga gore amiloz heliksin hidrofobik i¢ yiizeyi i¢inde tutuldugu lipit ve

diger bilesiklerin miktar1, fosforik asitle esterlesme miktari, sisme giicii, jelatinlesme
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sicakligi, polisakkarit graniillerinin biiytikliigl, sekli ve yapisinda farkliliklar olusturur
(Machovic and Janecek 2007).

1.9. Amilazin Biyoteknolojik Uygulamalari

Amilaz yiyecek, ekmek yapimi, tatlandiricilar, fruktoz ve glukoz surubu, meyve suyu,
alkollii icecekler, kagit endiistrisi, tekstil, deterjanlar, yakit etanol, sindirime yardime1 ve
kuru temizleme de leke ¢ikarict gibi gesitli endiistriyel alanlarda genis bir uygulamaya
sahiptir. Ayrica bakteriyel a-amilaz tibbi, klinik ve analitik biyokimyada da kullanilir
(Pandey et al. 2000).

1.9.1. Nisastanin endiistrisi

Amilazin en genis kullanildig1 alan nisasta endiistrisidir. Nisasta, fruktoz ve glukoz
surubunun iiretiminde kullanilir. Bu islem jelatinlestirme, sivilastirma ve sakrifikasyon
olmak iizere ii¢ asama igerir. Jelatinlestirme, viskoz bir nisasta siispansiyonu olusturmak
lizere nisasta graniillerinin suda eritilmesini igerir. Amiloz ve amilopektin suda dagilir.
Nisastanin sivilastirilmasi, a-amilaz tarafindan kisa dekstrin zincirlerine kismi
hidrolizidir. Sakrifikasyon ise daha fazla hidrolizle glukoz ve fruktoz surubu tiretimidir.
Glukoamilaz, ekzoamilaz olarak hareket ederek indirgeyici olmayan terminal ugtan a-1,6
glikozidik bag pargalar. Glukoamilaz pullunazla birlikte glukoz surubu iiretir. Bu glukoz
surubu glukoz izomeraz tarafindan katalize edilerek yiiksek fruktoz surubuna

doniistiiriiliir. Fruktoz surubu 6zellikle i¢ecek endiistrisinde tatlandirici olarak kullanilir

(Gupta et al. 2003; Gopinath et al. 2017).

1.9.2. Yiyecek endiistrisi

Amilazlar; sindirim yardimcilarinin hazirlanmasi, mayalama, pisirme, kek tretimi, bira
hazirlama, meyve sular1 ve nisasta suruplar1 gibi islenmis gida endiistrisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. a-amilazlar 6zellikle firincilik endiistrisinde genisce kullanilir.

Ekmek pisirme endiistrisinde hamura eklenen a-amilaz fermentasyon hizini artirir ve
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nisastanin kii¢lik dekstrinlere hidroliz edilmesine yardime1 olur. Ayrica nisasta hidrolizi
hamurun vizkozitesini diisiiriir boylece hamur kabararak somun hacmini artirir. Dahasi
ekmegin lezzetini, kabuk rengini ve kizartma kalitesini artirir. Bayatlamayla kirmnti
sertliginin artmasi, kabugun canliliginin kaybi, kirinti icerigindeki nemin azalmasi ve
ekmek lezzetinin kaybi gibi istenmeyen degisikliklere neden olabilir. Enzim ayni
zamanda pismis Uriinlerin raf dmriinii ve yumusakligini korumak i¢in bayatlamaya karsi
bir ajan olarak da kullanilir. Anti bayatlama etkisine ragmen dallanmis dekstrinin tiretimi
nedeniyle asir1 dozu da ekmegin yapiskinligina neden olur. Giiniimiizde, pastane
endiistrisinde ticari olarak B. stearothermophilus'un termostabil maltojenik bir amilaz
kullanilmaktadir. Amilazlar ayrica biranin veya meyve sularinin durultulmasi ve liflerin
sindirilebilirligini artirmak ig¢in hayvan yeminin 6n arittminda da kullanilir (Kulp et al.
1981; Van Der Maarel et al. 2002; Gupta et al. 2003; Couto and Sanroman 2006; Chi et
al. 2009; Sundarram and Murthy 2014).

1.9.3. Deterjan endiistrisi

Deterjan endiistrileri enzimlerin baslica kullanildigi endiistriyel alanlardir. Deterjan
formiilasyonlarinda enzimlerin kullanilmasi zor lekeleri ¢ikarmayi kolaylastirir. Enzimler
cevreyle dost deterjanlarin liretilmesine imkan saglar. Amilazlar enzimatik deterjanin
formiilasyonunda kullanilan ikinci enzim tiiriidiir ve tiim s1v1 deterjanlarda %90 amilaz
icerir. Deterjan endiistrisinde kullanilan amilazlar diisiik sicaklik ve alkalin pH’da
aktiflerdir. Deterjan endiistrisinde kullanilan amilaz 6rnekleri Basillus veya Aspergillus
suslarindan tretilir (Mitidieri et al. 2006). Amilazlar patates, sos, muhallebi, ¢ikolata vb.
nisastali gidalarin kalintilarin1 dekstrinlere ve diger kii¢iik oligosakaritlere indirgeyerek

lekeleri ¢ikarmak i¢in ¢amasir ve bulasik deterjanlarinda kullanilir (Gurung et al. 2013).

1.9.4. Tekstil endiistrisi

Nisasta gibi ajanlar hizli ve giivenli dokuma islemini saglamak i¢in kumas tiretiminden
once iplige uygulanir. Nisasta ucuz ve diinyanin birgok bolgesinde kolaylikla bulunmasi

nedeniyle ¢ok caziptir. Iplige uygulanan nisasta, tekstil kaplama endiistrisinden sonra
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dokuma kumastan 1slak islemle ¢ikarilir. Hasil sokme olarak bilinen bu islemde dokuma
islemi boyunca sarilt ipliginin kopmasini dnlemek i¢in giliglendirici madde olarak islev
goren nisastanin kumastan uzaklastirtlmasini igerir (Ahlawat et al. 2009). Amilaz hasil
sokme prosesi i¢in tekstil endiistrisinde kullanilir. a-Amilaz nisastay1 segici olarak
kaldirir ve fibrillere zarar vermez. Bacillus susundan elde edilen amilaz, tekstil

endistrisinde olduk¢a uzun siiredir kullanilmaktadir (Souza 2010).

1.9.5. Kagit endiistrisi

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde kaplama isleminde o-amilazlar ile nisasta
modifikasyona ugratilarak diisiik viskoziteli nigasta tiretilir. Kagit endiistrisinde kaplama
islemiyle kagitin yazi kalitesini iyilestirmek igin kagitin yiizeyini yeterince yumusak ve
giiclii yapmaya yarar. Dogal nisastanin vizkozitesi kagitin sertlesmesi i¢in ¢ok yiiksektir.
Bu o-amilazlarla kismen degrede edilerek degistirilebilir. Nisasta, kagidin iyi
kaplamasinin yani sira kalitesini ve silinmesini iyilestirmek icin iyi bir sertlestirme ajani

olarak kullanilmaktadir (Souza 2010).

1.9.6. Yakat olarak alkol iiretimi

Etanol en ¢ok kullanilan siv1 biyoyakittir. Etanol iiretimi icin nisasta, diinyanin birgok
bolgesinde maliyetinin diisiik olmas1 ve kolayca elde edilebilen hammaddesi nedeniyle
en ¢ok kullanilan substrattir (Chi et al. 2009). Bu tiretimde, iki enzimatik asamayla etanol
iiretimi gerceklestirilir. Ik olarak nisastanin etanole doniistiiriilmesi i¢in nisastanin bir
amilolitik mikroorganizma ya da a-amilaz gibi enzimler kullanilarak sekere
dontistiiriillmesi ardindan da mayalama i¢in Saccharomyces cerevisiae gibi bir etanol
fermantasyon mikroorganizmast kullanilarak etanol iiretiminin gerceklestirilmesi
gereklidir (Toksoy 2006). Ayri sakarrifikasyon islemine gerek kalmadan dogrudan
nisastadan etanol iiretebilen yeni bir maya susu elde etmek i¢in, amilolitik maya
Saccharomyces fibuligera ve Saccharomyces cerevisiae arasinda protoplast fiizyonu

gerceklestirilmistir (Sanchez and Cardona 2008).
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1.10. Proteazlar

Proteazlar, ilkel organizmalarda protein katabolizmasi ve aminoasidin olusumu i¢in
gerekli basit yikic1 enzim olarak protein evriminin en erken asamasinda ortaya ¢ikmistir
(Lopez-Otin and Bond 2008). Proteazlar (peptidazlar veya proteolitik enzimler), diger
proteinlerdeki peptit baglarinin hidrolizini katalize eden genis bir enzim grubu olusturur.
Proteazlar, tim canli organizmalarda bulunan proteinlerin peptid bagini peptid ve
aminoasitlere hidroliz eder. Proteolitik enzimler biitiin canli organizmalarda bulunur ve
hiicre biiylimesi ve farklilasmasi i¢in zorunludur. Proteazlar, protein katabolizmasi, kan
pthtilasmasi, hiicre biiylimesi ve gogii, doku diizenlemesi, gelisimde morfogenesis,
inflamasyon, tiimor bilylimesi, zimojenlerin aktivasyonu, prekiirsor proteinlerden
farmakolojik olarak aktif peptitlerin ve hormon salinmasi gibi bir¢ok fizyolojik ve

patolojik proseste kritik role sahiptir (Rao et al. 1998).

Proteolitik enzimler, etki alanlarina gore ekzopeptidaz ve endopeptidaz olmak iizere iki
ana gruba ayrilir. Ekzopeptidazlar sadece polipeptit zincirlerinin uglarinin yakininda
etkindir. N veya C terminusundaki hareket alanlarina gére amino ve karboksipeptidaz
olarak simiflandirilirlar. Aminopeptidazlar (EC 3.4.1.4), polipeptit zincirinin serbest N
ucunda hareket eder ve tek bir amino asit kalintisi, bir dipeptit ya da bir tripeptidi serbest
birakir. Karboksipeptidazlar, polipeptit zincirinin C terminallerinde hareket eder, tek bir
amino asidi ya da bir dipeptidi serbest birakir. Karboksipeptidazlar enzimlerin aktif
bolgesinde amino asit kalintilarinin dogasina dayali serin peptidazlar (EC 2.4.1.6),
metalopeptidazlar (EC 2.4.1.7) ve sistein peptidazlar (EC 2.4.1.8) olmak iizere ii¢ biiyiik
gruba ayrilir. Endopeptidazlar, polipeptit zincirinin i¢ bolgelerindeki peptid baglarini
hidroliz eder. Endopeptidazlar, katalitik mekanizmalarina dayanarak serin proteazlar
(EC 2.4.2.1), sistein proteazlar (EC 2.4.2.2), aspartik proteazlar (EC 2.4.2.3) ve
metalloproteazlar (EC 2.4.2.4) olmak flizere dort alt gruba ayrilir. Ayrica proteazlar
yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 pH araligina gore asidik (pH 2,0 ile 6,0), nétr (pH 6,0
ile 8,0) ve alkalin (pH 8,0 ile 13,0) siniflandirilir (Rao et al. 1998; Gupta et al. 2002).
Serin proteazlar aktif bolgelerinde bir serin grubu tasir ve genellikle pH 7,0-11,0 notral

ve alkalin pH’da aktiftirler. Disiik molekiil (18-35 kDa) agirligina sahip olup pek ¢ok
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endiistriyel uygulamaya sahiptirler. Asidik proteazlar olarak da bilinen aspartik proteazlar
katalitik aktivite igin aspartik asit rezidiilerine sahip olan endopeptidazlardir. Sistein
proteazlarin katalitik aktivitesi i¢in sistein ve histidin rezidiilerine sahip olan ve genellikle
sistein proteazlar HCN ve sistein gibi indirgeyici ajanlar varhiginda aktif olan proteaz
grubudur. Metalloproteazlar ise aktiviteleri i¢in bir divalent metal iyonu gereklidir
Metalloproteazlarin ¢ogu Katalitik aktivite igin ¢inko iyonlar1 gerekirken ancak
manganez, bakir, nikel ve kabalt iyonlar1 gerekebilir. EDTA gibi selatlayici ajanlarla
inhibe olurlar (Souza et al. 2015; Rao et al. 1998)

1.11. Proteazin Biyoteknolojik Uygulamalari

Mikrobiyal proteazlar en 6nemli ve en ¢ok calisilan hidrolitik enzimler arasindadir.
Endiistriyel enzimlerin en biiyiik grubu olarak bilinir. Enzim pazarinda tiim enzimlerin
yaklagik %60’m1 olusturur. Endiistriyel iretimde atik isleme, deri isleme, deterjan
enddistrisi, glimiis kazanim, kimyasal endiistrisi ve medikal arastirmalar ve yiyecek

endiistrisi gibi endiistriyel alanlarda sayisiz uygulamasi vardir (Zambare et al. 2011).

1.11.1. Deri isleme endiistrisi

Deri et endiistrisinin yan {irlinlidiir. Son deri iiriinii ortaya ¢ikana kadar bir ¢ok kimyasal
muameleye maruz kalir. Deri endiistrisinde ham deriyi islemek icin 1slatma, kire¢ serpme,
kil ¢ikarma, kireci ¢ikarma, yag alma, asitle temizleme gibi asamalardan olusur.
Mikroorganizma tarafindan {iretilen alkalin proteazlar killar1 ¢ikarmak i¢in oldukca
etkildir. Cevre kirliligi olusturan sodyum siilfid gibi kimyasallarin kullanildig1 geleneksel
metodlardan daha giivenlidir. Alkalin proteaz derinin kollajen olmayan bilesenini hidroliz
eder ve deri islenmesinde alblimin ve globulin gibi proteinleri kaldirir (Saboti¢ and Kos

2012; Banerjee and Ray 2017).
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1.11.2. Atik isleme endiistrisi

Keratinaz kat1 atik problemi olusturan tiiy, kil, yiin, kollajen ve diger keratin yapilarin
hidrolizinde 6nemli rol oynar. Keratinazin mikrobiyal kaynaklar1 genis subsrat
spesifikligi nedeniyle atik islemede ¢ok yararlidir. Kanatli ve su tiriinleri endiistrisinde
yem katki maddesi olarak tiiy ya da diger atik maddeleri yiiksek talebin oldugu keratine
doniistiiriir (Banerjee and Ray 2017; Verma et al. 2017).

1.11.3. Yiyecek endiistrisi

Yiyecek endiistrisinde proteince yliksek diyetlerin hazirlanmasinda, cesitli protein
hidrolazatlarin hazirlanmasinda, tahil ezme, bira arindirmasinda, pisirme hamurun
viskozite 6zelliklerinin degistirilmesinde ve peynir yapiminda pihtilagtirma agamasinda
kullanilir (Saboti¢ and Kos 2012). Siit endiistrisinde proteazlarin baglica uygulamasi
peynir Uretimidir. Yiiksek 6zgiilliiglinden dolay1 peynir yapiminda buzagi rennin tercih
edilmis, ancak zamanla yerini mikrobiyal proteazlar almistir. Alerjenik bilesikleri

azaltarak saglikli olmasinin yani sira gidalarin kalite ve sindirilebilirligini de artirir.

1.11.4. Giimiis kKazanimi

Glimiis; fotografta, MRI, CT taramasinda ve X 1sinda kullanilan filmde degerli bir metal
ve ana maliyet bilesenidir. X-1s1n1 filmi, jelatin tabakasinda yaklasik %1,5 ile %2 glimiis
igerir. Kullanilmig X-1sm1 filminden glimiisiin geri kazanimi oldukc¢a zordur ve
zahmetlidir. Filmin yakilmasi ve metalik giimiisiin oksidasyonu gibi giimiis geri kazanimi
icin ¢esitli kimyasal yontemler vardir ancak bunlar c¢evre dostu degildir. Alkalin
proteazlar, filmin jelatin tabakasini aktif olarak indirgeyen ve smirli giimiisii serbest
birakan bu 6zel amag icin kullanilir. ilag endiistrisinde proteazlar yavas salmimli dozaj
formlarmin hazirlanmasmin yanisira terapdtik ajanlar olarak da kullanilir. Giimiis
kurtarmak i¢in X-Ray filmlerinde kullanilan biyoisleme igin alkalin proteazlar kullanilir.
Ilaveten endiistriyel ve medikal uygulamalarda basit arastirmalarda kullanilir. Ornegin;

proteazlar ¢ok secici peptit bag parcalanmasi i¢in protein dizilemede; proteinaz K niikleik
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asit izolasyonunda ve tripsin hayvan hiicre kiiltiirlerinin korunmasinda yaygin olarak

kullanilir (Kumaran et al. 2013).

1.11.5. Deterjan endiistrisi

Deterjan endiistrilerinde amilaz, proteaz, lipaz, vb. gibi farkli enzim tipleri kullanilir.
Bunlar arasinda, proteazlar deterjan endiistrilerindeki toplam enzim pazarinin yaklasik
%60'mm1 olusturmaktadir. Deterjan endistrilerinde kullanilabilen ideal proteazin iki

ozelligi olmalidir; alkalin pH'da stabil ve deterjanla uyumlu olmalidir.

1.11.6. Kimyasal endiistrisi

Proteazlar, sentetik kimyasal endiistrisinde peptid iiretiminde biyokatalizor olarak 6nemli
bir rol oynarlar. Temel olarak, biyoaktif peptitler iiretmek igin en yaygin yol mikrobiyal
proteinlerin hidrolizi yoluyla gerceklestirilir. Bununla birlikte, bu uygulamanin 6nemli

bir dezavantaji ise susuz ortamda enzim aktivitesinin azaltmasidir (Saboti¢ and Kos 2012)

1.11.7. Medikal arastirmalar

Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen proteazlarin, tiimor, iltthaplanma, kanser vb. gibi
cesitli hastaliklarin tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Katalitik aktivitenin yani sira,
proteazlar, ¢esitli biyokimyasal yolaklarda ve hiicre sinyallemesi, apoptoz, hiicre gécii,
hiicre adezyonu ve metastaz gibi fizyolojik fonksiyonlarda 6nemli bir ajan olarak kabul
edilir. Arastirmacilar, proteaz inhibitorii kullanilarak bu tiir proteazlarin mikrobiyal
inaktivasyonunun, anti-kanser ilaglarinin gelistirilmesinde alternatif bir yol olabilecegini
bildirmislerdir. Toksisite agisindan bakildiginda, kanser tedavisindeki enzim
kullaniminin kemoterapotik ajanlara gore avantaji bulunmaktadir (Banerjee and Ray

2017).
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1.12. Uclii Faz Ayirma Sistemi (TPP)

Geleneksel olarak protein saflagtirma karmasik bir teknikler dizisini igerir. Ancak siireg
siirekli olarak saflig1 ve verimi artiran ve islem siiresi maliyetini azaltan yontemler talep
eder. Uclii Faz Ayirma Sistemi (TPP) dikkat ¢eken saflastirma ydntemlerinden biridir.
Yiyecek, kozmetik, tipta dogal kaynaklardan biyoaktif molekillerin ayrimi ve

saflastirmasi icin hizli, etkili, ekonomik, temiz ve dlgtilebilir bir yontemdir.

Ik kez 1972°de Tan ve Lovrein tarafindan yaygin olarak ¢ok miktarda ucucu organik
¢oziicliler, enerji ve zaman gerektiren geleneksel ekstraksiyon ve ayirma tekniklerine
umut verici bir alternatif strateji olarak TPP kullanim1 énermiglerdir. TPP siirecinde ilk
olarak inorganik tuz (genellikle amonyum siilfat) protein iceren ham ekstrakta eklenir ve
sonra uygun miktarda organik ¢6zgenle (genellikle t-biitanol) karistirilir. t-biitanol
amonyum siilfat varliginda eklendiginde t-biitanol proteini c¢ozeltinin disina iter.
Genellikle bir saat iginde t-biitanol igeren {ist organik faz ile alt sulu faz arasinda ara bir

¢okelti olugur (Dennison and Lovrien 1997; Rachana and Jose 2014).

Mikroorganizmalarin yanisira bitkiler, hayvanlar gibi ¢esitli dogal kaynaklardan protein,
enzim, enzim inhibitorleri, yenilebilir yaglar, karbonhidratlar ve kii¢iik molekiilli organik
bilesikler iceren ¢ok cesitli biyoaktif molekiillerin etkin bir sekilde saflastirilmasi i¢in
TPP sistemi kullanilir. TPP sisteminin kullanildigi 100’den fazla arastirma ¢alismasi
vardir. Bu c¢aligmalarin yaklasik %70’inde enzim ve proteinlerin saflastirilmasi
odaklanirken %30’inde ise yag, kiiciik molekiillii organik bilesikler ve karbonhidratlarin

saflagtirilmasi ¢alisilmistir (Yan et al. 2017).

1.13. TPP Ayirma Mekanizmasi

Enzimleri saflagtirmak i¢in uygulanan bu metotda, ham ekstrakt ya da siispansiyona
yeterli miktarda sulu antikaotropik tuz (tipik olarak (NH4)2S0Oa4)) ile bir organik ¢6ziicii
(tipik olarak t-biitanol) ardigik olarak karistirtlir. Santrifiijden sonra {ist t-biitanol fazi,

proteince zengin ara faz ve alt sulu faz adlandirilan {i¢ faza ayrilir. Pigmentler, lipitler,
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enzim inhibitorleri ve diger polar olmayan bilesikleri iceren ham ekstraktda {ist t-biitanol
fazinda zenginlesirken sakkaritler gibi bazi polar bilesikler alt sulu fazda yogunlasir.
Alternatif bir strateji olarak TPP, geleneksel ayirma teknolojileri ile kiyaslandiginda
cesitli proteinleri zenginlestirmek ve ayirmak i¢in basit, etkili, temiz biyoayirma
teknolojisidir. TPP ayirma iglemleri sirasinda proteinleri ¢cokeltmek i¢cin amonyum siilfat

ve t-butanol miktarlart arasinda karsilikli bir iligki vardir.

TPP yonteminin pek¢ok avantaji vardir. TPP yonteminin en biiylik avantajlarindan biri
genellikle oda sicakliginda 1 saatten az bir siirede gerceklestirilir ve proseste kullanilan
kimyasallar tekrar kullanilabilir. Yontem kolayca dlgeklenebilmekte ve biiyiik hacimli
ekstraktla kolaylikla c¢aligilabilmektedir. TPP'nin tam mekanizmasi literatiirde iyi
bildirilmemis veya tanimlanmamis olsada, genel olarak ayirma islemlerinin
kombinasyonunu icerdigi disiinilmektedir. Salting out, kosolvent ¢okeltme, izo-iyonik
cokeltme, osmolitik elektrostatik kuvvetler, konformasyon sikilagmasi, protein hidrasyon
kaymalar1 gibi genel olarak ayirma islemlerinin farkli islem kombinasyonlart TPP islemi
sirasinda ara fazda protein ¢okelmesine neden olur. TPP metodu esasi amonyum siilfat
tuzunun dehidrasyon 6zellikleri, t-biitanoliin protein kaldirma giicii 6zellikleri, organik
¢oziicli t-butanol ve siilfat anyonlar1 itme ve ¢ekme yeteneklerinden kaynaklidir. TPP
biyoaktif molekiillerin genis bir aralikta ekstraksiyon ve saflastirma ¢ogu arastirmacilar
tarafindan genis¢e kullanilmasina ragmen TPP nin kullanimu ile ilgili genisge literatiir
incelemesi, potansiyel kullanimi ve gelecekteki gelismeleri eksiktir. (Pike and Dennison
1989; Dennison and Lovrien 1997; Rachana and Jose 2014).

1.14. Tpp Prosesini Etkileyen Faktorler

1.14.1. Amonyum siilfat

Amonyum siilfat iyon giicii ve yiiksek ¢oziiniirliigii nedeniyle protein salting out i¢in en
cok kullamilan inorganik tuzdur. Bunun disinda NH** ve SO4-2°de bulunan iyonlar protein
yapisini stabilize ettigi gosterilmistir. TPP sisteminde amonyum siilfat konsantrasyonu

veya doygunluk 6nemli bir rol oynar, ¢linkii protein-protein etkilesimleri ve ¢okelmesi
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icin sorumludur. Yiiksek tuzda, su molekiilleri gii¢lii protein-protein etkilesimlerine
neden olur ve tuz iyonlari tarafindan adsorbe edilir ve hidrofobik etkilesimler ile protein

molekiillerinin ¢okelmesini saglar.

1.14.2. t-biitanol

Biiyiikliigi ve dallanmis yapist nedeniyle t-butanol oldugu katlanmis protein
molekiillerinin i¢ine kolayca niifuz edemediginden denatiirasyona yol agmadig: bilinir.
TPP yonteminde t-butanol konsantrasyonu olduk¢a oOnemlidir. Diisiik t-biitanol
konsantrasyonlari, amonyum siilfat ile yeterince sinerjize olmadigi gibi yiiksek
konsantrasyonlarda ise protein denatiirasyonuna ve proteinlerin ¢okmesine engel olabilir.
Ayrica t-butanol miktari arttirilmasi TPP islemi sirasinda hedef tiriiniin verimini arttirmaz
¢linkii t-butanol miktar1 arttirilmasi, ¢6zeltinin viskozitesini artirir. Viskozite arttikca
molekiil hareketliligi azalir, molekiillerin etkilesime girmesi zorlagir. Bu nedenle bu

yontemde kullanilacak t-butanoliin miktart iyi belirlenmesi gerekir.

1.14.3. pH

TPP ayirma isleminde pH proteinlerin ayirma isleminde pozitif etkiye sahiptir. pH
degisimi nedeniyle proteinlerin yiizeyinde aminoasit reziidiilerinde degisimlerle
sonuglanir. TPP sisteminde kullanilan pH degeri izoelektrik pH’nin yukarisinda ise
protein ylizeyindeki amino asit kalintilar1 net bir negatif olarak yiiklenir ve sonug olarak,
protein sulu fazda kalir. Tam tersine, TPP siirecinde pH degeri izoelektrik pH’nin

altindaysa protein ara fazda ¢oker.

1.14.4. Sicakhik

TPP ayirma islemlerinde diistik sicaklik gereksinimi bildirilmemesine ragmen sicakligin
TPP'nin performansi iizerinde onemli bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Bir¢cok ¢aligmada,
TPP yontemi, kullanilarak 20-40°C'lik bir sicaklik araligimin optimal oldugunu

gostermistir. Ustelik sicaklik arttik¢a 40°C'nin iistiinde, t-biitanoliin uguculugu yavasca
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artar ve ¢oziiciiniin hacmi azalir. Daha az miktarlarda t-biitanol olusmasi durumunda ise
amonyum siilfat ile sinerjik etki azalir, boylece daha diisiik bir ekstraksiyon verimi elde
edilir. Ayrica TPP islemi sirasinda daha yiiksek sicaklik, daha biiyiik enerji tiiketimine
yol acar (Yan et al. 2017).
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2. KAYNAK OZETLERI

Singh et al. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada Bacillus subtilis K-1'den (BSK-1)
saflagtirillan proteazin karakterizasyonu c¢alisilmistir. BSK-1‘den proteaz enzimini
saflagtirmak i¢in amonyum siilfat ¢cokeltmesi ve iyon degisimi kromatografisi kullanilmis
ve enzim 5,21 kat saflastirildigi bildirilmistir. BSK-1 proteazin molekiiler agirligi SDS-
PAGE ile 42 kDa olarak saflagtirilmistir. BSK-1 proteaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik
ve pH sirastyla 50°C ve 10,0 olarak belirlenmis ve proteaz yiiksek sicakliklarda (60-80°C)
ve genis bir pH araliginda (pH 7,0-11,0) belirgin aktivite ve stabilite gosterdigini
bildirmistir. Elde edilen proteaz bir¢ok organik ¢oziiciiye ve diger potansiyel enzim
inhibitdrlerine kars1 dayaniklik gdstermistir. Fenilsetilsiilfonil fluoriir varliginda belirgin
aktivite kayb1 oldugundan enzimin bir serin proteaz oldugu belirtilmistir. BSK-1 proteazi
i¢in kinetik parametreler (Km Ve Vmax) sirasiyla 0,14 mg/ml? ve 1176 mg/min* olarak
bulunmustur. BSK-1 proteazinin proteaz geninin niikleotid sekansindan tiiretilen putatif

amino asit sekansi ile enzimin S8 / S53 siiper ailesine ait oldugu belirlenmistir.

Niyonzima et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Bacillus flexus XJU-1 susundan
submerged bir fermentasyonla ortak bir besiyerinde optimum seviyede alkali amilaz,
alkali lipaz ve alkalin proteazi eszamanli olarak tiretimi gergekletirilmistir. Calismada
amilaz, proteaz ve lipazi indiikklemek igin %0,5 nisasta, %0,4 kazein ve %0,5 pamuk
tohumu yaginin kiiltiir ortamina eklendigi bildirilmistir. Clismada kazein {i¢ enzim i¢in
azot kaynagi olarak gorev yapartig1 nisastanin ise hem lipaz hem de proteaz i¢in karbon
kaynagi olarak gorev yaptigi belirtilmistir. Maksimum enzim tiretimi %1,5 kazein, %1,5
¢Ozlinebilir nisasta, %2 pamuk tohumu yagi, nitrojen kaynagi olarak %1 soya fasulyesi
unun eklendigi pH 11,0 sicakligin 37°C olarak diizenlendigi bir fermantasyon ortaminda
bir fermantasyon ortaminda gerceklestirildigi bildirilmistir. Calisma sonucunda amilazin
24. saat lipaz ve proteaz enzimi igin ise 48. saatin optimum inkiibasyon siiresi oldugunu,
tespit edilmistir. Calismada lipazin (37,72 U/mL), amilazan (29,63 U/mL) 1,27 kat ve
proteazdan (6,45 U/mL) ise 5,85 kat daha yiiksek miktarda {iretildigi bildirilmistir.
Calisma mikrobiyal kaynakli 3 alkali enzimin eszamanli olarak iiretimi ilk kez ¢alisildig

belirtilmistir.
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Amid et al. (2014) tarafindan pitaya kabugundan amilaz enzimini saflagtirmak igin
amonyum siilfat ¢oktlirmesi, jel filtrasyonu ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak
%72,1 verim ile 234,2 kat saflastirildigi bildirilmistir. Jel filtrasyon kromatografisi ile
SDS-PAGE’de enzimin yaklasik olarak 42,1 kDa'lik bir molekiiler agirliga sahip oldugu
belirtilmistir. Amilazin Km Ve Vmax degeri sirasiyla 2,7 mg/ml ve 34,30 U/dak/mg olarak
tespit edilmistir. Enzimin optimum pH’sinin 5,0 oldugu pH 5,0-11,0 arasinda ise yiiksek
derecede aktif ve stabil oldugu belirtilmistir. Enzimin ¢ozlinlir nisasta, amilopektin,
glikojen ve pullan icin oldukg¢a secici oldugu belirtilmistir. Saflastirilan amilazin,
kalsiyum gerektirmedigi ve yiizey aktif maddeler ve oksitleyici maddeler agisindan asiri
stabilite sergiledigi belirtilmistir. Gliglii bir selatlama ajan1 olan EDTA’ninda, enzimin

stabilitesinde 6dnemli bir etkiye sahip olmadig: bildirilmistir.

Mukhtar et al. (2012) tarafindan topraktan izole edilen Bacillus subtilis izolatindan 7,5
L'lik laboratuar olgekli ve bilgisayar kontrollii bir biyoreaktérden a-amilaz ve proteaz
enziminin eszamanl olarak iiretimi ¢alisgilmigtir. Calismada Bacillus subtilis'in enzim
tiretimiyle biiylime ve sporulasyon arasindaki korelasyon incelendiginde ve bakteriyel
biiyiime ekimden 24 saat sonra maksimum degere ulastig1 inkiibasyondan 42 saat sonra
maksimum sporulasyonun meydana geldigi bildirilmistir. Alkalin proteaz ve a-amilaz
iiretiminin maksimum sporiilasyonla eslestigi belirtilmistir. Fermantasyon sivisinda bir
notr ve bir alkalin proteaz olmak {izere sirastyla en fazla 7,0-8,0 ve 8,0-10,0 aras1 bir pH
araliginda aktif olan iki tip proteaz tespit edilmistir. 37°C'lik bir inkiibasyon sicakliginda
maksimum proteaz liretimi gozlendigi belirtilmis, maksimum amilaz tiretimi ise 40°C'de
oldugu belirtilmistir. Optimum havalandirma ve ¢alkalama seviyelerinin proteaz liretimi

icin 0,6 U/ L/ dk ve 200 rpm; a-amilaz i¢in 0,6 U/ L/ dk ve 150 rpm oldugu bulunmustur.

Dyk et al. (2010) tarafindan yapilan caligmada bitki biyomaslarin1 degrede eden
mikroorganizmalarin bu tlir subsratlar1 bozmak icin ¢oklu enzim {rettigi
degerlendirilerek, B. licheniformis’in seliilotik ve hemiselolitik enzimler ¢alisilmistir. B.
liceniformis SVD1'in birchwood ksilaninda kiiltiire edildikten sonra zimogram analiziyle
enzim igerigi iki endoglukanaz (25-27 kDa, 30-32 kDa'da), yedi ksilanaz (20 kDa, 38
kDa, 42 kDa, 45 kDa, 48 kDa, 54 kDa ve 70 kDa'da), iki mannanaz (25 kDa, 40-42 kDa)
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ve bir pektinaz (70-72 kDa'da bir pektat liyaz) tespit edilmistir. SDS-PAGE analizinde
ise 17 farkli protein tiirii tespit edilerek zimogram analizi ile sadece 9 tanesi

tanimlanabildigi bildirilmistir.

Rawdkuen et al. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada proteolitik aktivite gosteren
kurutulmus papaya kabuklar taze kabuklara proteaz i¢in ekstraksiyonu yapildiktan TPP
islemi ile optize edilmistir. Ik olarak ham ekstrata %40 (NH4)2SO4 iizerine homojenat: t-
butanol 1,0:0,5; 1,0:1,0, 1,0:1,5 ve 1,0:2,0 oranlarinda t-biitanol eklenerek saflastirma
katsayisinin en yiiksek oldugu t-biitanol oran1 belirlenmistir. Belirlenen t-biitanol orani
%20, 30, 40 ve 50 (w/v)’de (NH4)2SO4 konsantrasyonlarinin etkisi incelenerek tuz orani
belirlenmistir. En yiiksek aktiviteyi veren Tpp fazi, ikinci Tpp de optimizasyon i¢in
baslama materyali olarak segilerek diyaliz olmaksizin segilen faz 1,0:0,5 oraninda t-
biitanol ile %50, 55 ve 60 (w/v) oraninda (NH4)2SO4 eklenilmistir. t-biitanol artis1 verim
ve saflagtirma katsayisinda azalis gozlendigi bildirilmistir. Sayet t-biitanol igerigi
yiiksekse protein denatiirasyonu daha yiiksek oldugu belirtilmistir. ikinci TPP yapilma
amact ilk TPP nin verimli olarak protein kirliligini kaldirmak icin yapildig: belirtilmistir.

Yaklasik %89,4'lik verim ile 10,1 kat saflagtirildigi belirtilmistir.

Dey et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada Aspergillus awamori: nakazawa MTCC
6652°dan tek bir biyoreaktorde es zamanli olarak iiretilen glukoamilaz ve asit proteazi
aseton ¢oktiirmesi ve iyon degisimi kromatografisi ile saflastirdiktan sonra karakterize
edilmistir. Her iki enzim pH (3,0-9,0) ve sicaklik (25-70°C) sicaklik araliginda kararli
bulunmustur. Amilaz ve proteazin optimum pH’lar1 sirasiyla pH 4,0 ve 5,0 elde
edilmisken optimum sicaklik sirasiyla 70°C ve 55°C igin en uygun sicaklik olarak tespit
edilmistir. Glikoamilazin yar1 dmrii sirasiyla 50, 60, 70 ve 80°C’de 210, 120, 60 ve 35 dk
olarak proteazin ise 40, 50, 60 ve 70°C sirasiyla 150, 120, 65 ve 15 dakika olarak tespit
edilmistir. Glukoamilaz ve proteazin sirasiyla Km Ve Vmax 9,8 mg / ml, 56,2 mg / ml / dk
ve 1,08 mg/ml, 8,8 mg/ml/dak. olarak bulunmustur. Glukozamilaz aktivitesi diisiik
miktarda (1 mM) Mn*2 hari¢ neredeyse tiim metal iyonlar1, Ca*?, Co*2, Cu*?, Fe*3, Mg*?,
Zn*? ve Hg*? artirdig1 proteaz aktivitesini ise Zn*? disindaki tiim iyonlar tarafindan inhibe

ettigi bildirilmistir. Diisiik konsantrasyonda, yani (%0,03 a/ h) Triton X-100 ve SLS’nin
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glukoamilaz aktivitesini arttirdig1, yiiksek konsantrasyonda her iki enzimide inhibe ettigi
bildirilmistir. B-merkaptoetanol, %0,25 (v / v) seviyesinde amilaz1 ve proteaz aktivitesini
1,6 ve 3,0 arttirirken %0,5 (v / v) varliginda ise her ikisinin de aktivitesini inhibe ettigi
bildirilmistir. 0,5 M'lik iire konsantrasyonunda, glukoamilaz aktivitesi artarken, 5 M’lik

tire konsantrasyonunda inhibe ettigi tespit edilmistir.

Dhananjay et al. (2008) tarafindan Aspergillus oryzae ekstraktindan a-galaktosidaz ve
invertaz enzimleri TPP metoduyla %50 ve %54 verimle 15 ve 12 kat saflastirildig:
bildirilmistir. Calismada Amonyum siilfat (%30 w/v) ve 1:1 homojenat: t-biitanol ilave
edilmis ve 1 saat sonra Karigim santrifiijlendikten (10 dakika boyunca 2,000 g) sonra ii¢
faz olustugu bildirilmistir. Alt sulu fazda %90 a-galaktosidaz ve %95 invertaz kaldig: alt
sulu faz farkli kosullarda ikinci kez TPP yapildig bilmistir. iki enzimin fizikokimyasal
yapilar1 farkli oldugu i¢in ikinci TPP farkl sartlarda gergeklestirildigi belirtilmistir. Sulu
fazda diger proteinlerin ¢ogundan ayirilarak a-galaktosidaz enzimi pH 4,3'te invertaz
enzimi ise pH 5,0'da ara fazda toplandig: bildirilmistir. Tpp sonucu olusan orta fazlar
SDS-PAGE’le analiz edildigi bildirilmistir.

Zhang et al. (2004) alkalofilik Bacillus suslari ¢oklu enzimleri karisik bir kiltir
sisteminde tiretilerek alkalin amilaz ve seliilaz enzimi tretilmistir. Karisik kiiltiir, iki tiir
alkalofilin aym kiiltiirde biliylimesini sagladigi bildirilmistir. Saf kiiltiir karisik kiiltiirle
karsilagtirildiginda alkali amilazin benzer bir verimlilik sergiledigi karisik kiiltiir alkalin
seliilazin hiicre ylizeyinden besiyerine salgisini hizlandirmis ve pratik uygulamada diger
enzimlere zararli olabilecek proteaz aktivitesini diislirdiigii belirtilmistir. Bulgular, karisik
alkalofilik kiltiirtin alkali ¢oklu enzimlerin iiretimi i¢in yararli bir yontem oldugunu
gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 anda hem nisasta hem de ¢oziiniir seliiloz1 degrede eden

amilaz ve seliilaz etanol ile ¢oktiiriilerek aktivitelerine bakilmustir.
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2.1. Tezin Amaci

Endiistriyel pazarda tiretilen enzimlerin yaklasik %60’ 11 proteaz olustururken geri kalan
enzimlerin yaklasik %30’unu ise amilaz enzim grubu olusturur. Deterjan endiistrisi gibi
pek cok alanda birden fazla enzim grubuna ihtiya¢ vardir. Ozellikle alkalin amilaz ve
proteaz deterjan endiistrisinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Termofil bakterilerden
izole edilen enzimlerin sicaklik, pH’ya dayaniklik gdstermesi ile endiistriyel anlamda

Onem kazanmustir.

Bu tez kapsaminda; daha 6nce su kaynaklarindan izole edilen bakterilerden amilaz ve
proteaz icin en iyi zon veren OSBS6°nin molekiiler tanis1 yapilarak tiglii faz ayirma (TPP)
sistemi ile amilaz ve proteaz enziminin kismi saflagtirilmasi ve biyokimyasal

karakterizasyonu amaglanmuistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tez ¢alismasinda, daha 6nce gesitli sicak su kaynaklarindan izole edilen bakteri suslarinin

petri denemesiyle amilaz ve proteaz aktivitesi en iyi bakteri tespit edildi.

3.1.1. Tezde kullamlan kimyasallar ve Kitler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar ve kitler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez galismasi boyunca kullanilan kimyasallar ve Kitler

KiMYASALLAR ve KITLER SIRKET
Agaroz Sigma
DTNB Sigma
Agaroz DNase-RNase-Protease free Sigma
Distile Su Sigma
Amfisilin Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Amonyum siilfat Thermo
DNA Marker Thermo
Etidyum Bromiir Sigma
Etil Alkol Sigma
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma
Lizozim Sigma
Hidroklorik Asit (HCI) Sigma
Gliserol Sigma

Hidrojen peroksit (H202) Sigma
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Cizelge 3.1. (devam)

Izopropil B-D-thiogalaktozid (IPTG) Sigma

Izopropanol Sigma
Kalsiyum Klortir (CaCly) Sigma
Magnezyum Kloriir (MgCly) Invitrogen
N,N,N“,N“-Tetrametilendiamin

(TEMED) Sigma

Promega WizardR Plus Minipreps
DNA Purification Systems (Plazmit

izolasyon Kiti) Promega
RNaz A Invitrogen
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
t-Biitanol Ensure
Coomassie Brilliant G-250 Fluka
Fosforik Asit Sigma
Bovin Serum Albumin Sigma
3-N-Morfolino Propansiilfonik Asit

(MOPS) Sigma
TSA (Tryptic Soy Agar) Lab M
TSB (Tryptic Soy Broth) Lab M
LB (Luria-Bertani) Sigma
NB (Nutrient Broth) Oxo1d
Starch form rice Sigma
Starch form rice Sigma
Starch wheat Sigma
Starch form patato Sigma
Formamid Sigma
Fenilmetansiilfonilfloriir (PMSF) Sigma
Sodyum Karbonat (Na2CQOz) Sigma
Trizma Base Sigma
Potasyum Fosfat Monobazik (KH2PO4) Sigma
D-Glukoz Monohidrat Sigma
a-Siklodekstrin Sigma
B-Siklodekstrin Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma
Potasyum Sodyum Tartarat (K-Na

Tartarat) Sigma

Hidroklorik Asit (HCI) Sigma
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3.1.2. Tez cahsmasinda yararlanilan materyal ve cihazlar

Cizelge 3.2. Tezde kullanilan laboratuar cihazlar

EKiPMAN ADI

SIRKET

Hassas terazi

Ohaus Pioneer

Calkalayici Inkiibator ZHWY —2102C
Spektrofotometre Beckman coulter
Santrifiij Hettich
Buzdolabi Vestel

Kuru Hava Sterilizatorii Telstar Bio 11-A
Otoklav HMC Hirayama
Mikroskop Leica

Jel Gortintiileme Cihazi Quantum Vilber Courmat
Su Banyosu Memmert

Coklu Blok Isitict Lab-Line

Dijital Isitict VWR

Etiiv Binder

PCR Cihazi SensoQuest
Manyetik Karistiric Heidolph

pH Metre Mettler Toledo
Vorteks Fisons

Mini Santrifij

Hangzhou Allheng

SDS-PAGE Elektroforez Cihazi Bio-rad

Agaroz Jel Elektroforez cihazi Thermo EC
Calkalayici Inkiibatér (37 Edmund Biihler Gmbhl
Mikrodalga Firin Beko

Saf Su Cihazi MP Minipure

Ceker Ocak TUV-SUD

Deep- Freeze (-86 Glacier

Elektroforez Cihazi

Sigma Aldrich
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Cizelge 3.2. (devam)

Gii¢ Kaynagi Thermo EC EC 135-90
Kar Uretme Cihazi Scotsman
Magnetik Karistirici Heidolph MR Hei-standart
Mikrodalga Firin Beko MD 1500
Thermo Scientific Multiscan
Nanodrop GO USA
Etiiv BINDER
Vorteks Wisd WiseMix VM-10

3.1.3. Tez cahsmasinda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanisi

3.1.3.a. Bakteri izolatinin molekiiler analizi i¢in kullamlan ¢ozelti ve tamponlar

EDTA Tamponu (50mM pH 8,0); 0,73 gr EDTA 40 mL distile su igerisinde ¢oziildii. 1
N HCl ve 1 N NaOH ile pH’s1 8,0’e ayarlandiktan sonra 50 mL olacak sekilde hazirlandi.

%70°1lik EtOH; 35 mL EtOH 15 mL distile su ile tamamlanarak hazirlandi.

CaCl: Soliisyonu (100mM); 0,61 gr CaCl2 tartilarak son hacim 50 ml olacak sekilde

distie su eklendikten sonra otoklavland.

Amfisilin Soliisyonu; 20 mg/mL olacak sekilde 10 ml distile su igerisinde 0,2 gr amfisilin

tartilarak hazirlandi ve 0,22 pm ¢aph milipor filtreden gegirildikten sonra kullanildi.

X-Gal Soliisyonu; 40 mg/mL olacak sekilde 10 mL distile su igerisinde 0,4 gr X-Gal

tartilarak hazirlandiktan sonra 1siktan muhafaza edildi.

IPTG Soliisyonu; 23,8 mg/mL olacak sekilde 10 mL distile suda 0,238 gr IPTG tartilarak
hazirland1 ve sonra 0,22 pum gapli filtreden gegirildikten sonra -20°C’de muhafaza edildi.
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3.1.3.b. Bakteri izolatinin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢6zelti ve tamponlar

% 3’liikk KOH cozeltisi; 1,5 g KOH son hacmi 50 ml olacak sekilde distile su igerisinde

¢Oziildiriilerek hazirlandi.

% 7’lik H202 ¢ozeltisi; 3,5 mL H202‘in hacmi, distile su ile 50 mL’ye tamamlanarak

hazirlandi.

3.1.3.c. Enzim tayini i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tris—HCI Tamponu (100mM pH:8,5); 0,605 gr Trisma base 40 mL distile su igerisinde
¢ozildirildikten sonra 1M’lik HCI ile pH’s1 8,5’a ayarlandi, son hacim 50 mL’ye

tamamlandi.

%0,65 (w/v)’lik Kazein Cozeltisi; 0,325 gr kazein tartildiktan sonra 100 mM’lik pH’s1
8,5 olan Tris-HCI tamponundan 40 mL tizerine eklenerek kazein ¢6ziinene kadar NaOH

eklendi. Daha sonra pH 8,5 ayarlandiktan sonra hacim 50 mL’ye tamamlandi.

Triklorik Asit Cozeltisi (110 mM TCA); 0,895 gr TCA 50 mL distile suda ¢oziilerek

hazirlandi.

Sodyum Karbonat Cozeltisi (0.5M Na2COs3); 2,65 gr Na2COs 50 mL distile suda

¢Oziilerek hazirlandi.

Folin-Ciocalteau (0,5M F-C Reaktifi); 25 mL F-C reaktifi iizerine 100 mL olacak

sekilde distile su ile tamamlandi.

MOPS Tamponu; 0,52 gr MOPS tartilarak 40 mL distile suda ¢oziildiikten sonra pH

7,0’a ayarlandi. Son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.
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%2’lik Nisasta Cozeltisi; 1 gr patates nisastasi tartilarak 40 mL pH 7,0 olan MOPS
tamponu icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pH 7,0 ayarlandi son hacim distile su ile 50 mL

tamamlandi.

Liigol Soliisyonu; 0,5 gr iyot ve 1 gr KCl tartilarak, 40 mL distile suda ¢ozdiiriildiikten

sonra son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

DNS Cozeltisi; 35 mL saf su igerisinde 0,5 gr DNS ve 15 g sodyum potasyum tartarat
¢oziildi. Ayri bir beherde 10 mL saf suda 0,8 gr NaOH ¢6ziilerek bu karigim DNS igeren

¢ozeltiye ilave edildi ve son hacim 50 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.d. Protein analizi i¢cin kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Bradford Cozeltisi; %95°1ik 25 mL EtOH’de 0,05 gr Coomassie Brillant Blue G-250
tartilarak ¢ozdiikten sonra 50 mL %95°lik fosforik asit eklendi ve distile su ile 500 mL

tamamlandi. Karanlik ortamda ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.1.3.e. SDS-P AGE i¢in kullanilan ¢6zelti ve tamponlar

Tris-HCI (1M pH 8,8); 6,05 gr Trisma base tartilarak distile suyla 45 mL tamamlandi. 1

N HCl ile pH’s1 8,8 e ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Tris-HCI (1M pH 6,8); 6,05 gr Trisma base tartilarak distile suyla 45 mL tamamlandz. 1
N HCl ile pH’s1 6,8’¢ ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

Akrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi (2630-%00,8); 3 gr akrilamid ve 0,08 gr bisakrilamid

tartildiktan sonra 6,92 mL distile suyla tamamlandi.

SDS Cozeltisi (%10); 1 gr sodyum dodesil siilfat tizerine 9 mL distile su eklenerek

hazirlandi.
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PER Cozeltisi (%10); 1 gr amonyum persiilfat iizerine 9 mL distile su eklenerek

hazirlandi.

Yiiriitme Tamponu; 6 gr Tris, 28,8 gr glisinin {izerine 20 mL %10’luk SDS eklendi. Son

hacim 2000 mL tamamlandiktan sonra pH 8.3’¢ ayarlandi.

Numune Tamponu; 325 pL Tris-HCI (1M pH 6,8) tizerine 50 pL %10’luk SDS, 500 puL
gliserin ve 500 uL %1°lik Bromfenol mavisi eklendikten sonra ¢ozeltinin son hacmi 5
mL’ye tamamlandi. SDS-PAGE i¢in kullanilacaksa hazirlanan tamponun igerisine 250pL
B-Merkaptoetanol eklenirken zimogram analizi i¢in kullanilacaksa B-Merkaptoetanol

eklenmeden kullanincaya kadar -20°C’de muhafaza edildi.

3.1.3.f. Giimiis boyama i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar

Tespit Cozeltisi; 30 mL distile su, 15 mL %96°lik EtOH ve 5 mL asetik asit eklendi.

Rediiksiyon Cozeltisi; 40 mL didistile suyun tizerine 22,5 mL EtOH eklendikten sonra
2,4 gr sodyum asetat konularak karigtirildi. Asetik asitle pH 6,0’ya ayarlandiktan sonra
tizerine 0,075 gr sodyum tiyosiilfat ve 2 mL glutaraldehit eklendikten sonra son hacim

distile su ile 75 mL’ye tamamlandi.

Boyama Cozeltisi; 25 mL didistile su icerisinde 10 puL formaldehit eklendikten sonra en

son 0,05 gr giimiis eklenerek kullanilincaya kadar karanlikta muhafaza edildi.

Yikama Cozeltisi; 1,875 gr sodyum karbonat tartilarak 135 mL distile su eklendikten

sonra tizerine 60 pL formaldehit ilave edilerek hazirlandi.
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3.1.4. Tezde kullanilan besiyerlerinin hazirlams1

Tripton Soy Agar (TSA); 15 gr/L tripton, 5gr/L sodyum klorid, 5gr/L soya pepton,
12gr/L agar igerikli hazir besiyerinden hazirlanarak 121°C 15 dakika otoklavlandi.

Tripton Soy Broth (TSB); 2,5 gr/L Dipotasyum hidrojen fosfat, 17 gr/L Tripton, 3gr/L
soya pepton, Sgr/L sodyum klorid, 2,5 gr/L dekstroz igerikli hazir besiyerinden 30 gr
tartilip, 1000 mL distile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandi.

Proteaz Kat1 Besiyeri:1 gr/L KoHPO4, 0,05 gr/L MgSO47H20, 0,5 gr/L KCI tartilarak
1000 mL distile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandiktan sonra 48 gr/L Skim
Milk Powder tartilarak eklendi. 5 dakika karistiricida ¢ozdiiriildiikten sonra petrilere
dokiildii.

Proteaz Sivi Besiyeri:1 gr/L KoHPO4, 0,05 gr/L MgSO47H:0, 0,5 gr/L KCI, 37 gr/L
TSA tartilarak 1000 mL distile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika otoklavlandiktan sonra
48 gr/L Skim Milk Powder tartilarak eklendi. 5 dakika karistiricida ¢ozdiiriildii.

Amilaz Kat1 Besiyeri: 12 gr/L agar, 3gr/L pepton, 3gr/L sigir ekstrakti, 8 gr/L sodium
klorid igerikli Nutrient agar (NA) besiyerinden 1 L distile su igerisine 28 g Nutrient Agar
tartilarak 10 gr/L nisasta eklenerek 1000 mL didistile suda ¢oziildii ve 121°C 15 dakika

otoklavlandiktan sonra petrilere dokiildii.

Amilaz Sivi Besiyeri: 5gr/L pepton, 2 gr/L maya ekstrakti, 1gr/L sigir ekstrakti, 5 gr/LL
sodium klorid igerikli Nutrient Broth (NB) besiyerinden 1 L distile su igerisine 13 g
Nutrient Agar tartilarak 10 gr/L nisasta eklenerek 1000 mL didistile suda ¢oziilerek 121°C
15 dakika otoklavlandi.

Kanisik (Mix) Besiyeri: Amilaz sivi besiyeri ve proteaz sivi besiyeri 121°C 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi (Zhang 2004).
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteri se¢imi

Yapilan tez calismasinda kullanilacak bakterinin belirlenmesi i¢in ¢esitli su
kaynaklarindan izole edilmis bakteriler dnce TSA besiyerine inokiile edilerek 55°C’ye
inkiibatorde 24-48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Biiyiiyen bakteriler, proteaz ve
amilaz kat1 besiyerlerine inokiile edildi. 55°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
24-48 saat inkiibasyondan sonra proteaz kati besiyerinde zon veren bakteriler pozitif
kabul edildi. Amilaz kat1 besiyerine liigol dokiilerek koloniler etrafinda seffaf zon veren
bakteriler pozitif kabul edildi. Sonra hem amilaz hem de proteaz kati besiyerinde en iyi

zonu veren bakteri tespit edildi (Panda et al. 2013).

3.2.2. Konvensiyonel ézelliklerinin belirlenmesi

3.2.2.a. Morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Segilen izolatin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla stoktan alinan izolatlar 3-
4 faz ¢izgi ekimi ile TSA besiyerine aktarildiktan sonra 55°C’de 1 gece inkiibe edildi.
Lam iizerine yayilan bakteri kiiltiirleri havada kurutulduktan sonra alevden gegirildikten
sonra lam iizerine kristal viyole boya soliisyonu ilave edilerek, 3-4 dk bekledikten sonra,

saf su ile yikanip kurutuldu ve mikroskop altinda incelendi (Arda 2000).

3.2.2.b. %3’liik KOH c¢ozeltisi ile gram ozelliklerinin belirlenmesi

TSA besiyerinde biiyiitiilen 24 saatlik kiiltiirden alinan bakteri lam iizerine damlatilan %3
KOH c¢ozeltisi ile etkilestiginde 6ze asagi yukari hareket ettirilir. KOH c¢ozeltisi ile
muamele sonucunda gram negatif bakterilerin hiicre duvari parcalandigindan viskoz bir
yap1 olusur. Viskoz yapinin olugsmasi durumunda bakteriler gram negatif, olusmamasi

halinde bakteriler gram pozitif olarak tanimlanir (Saygili ve Sahin 2006).
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3.2.2.c. Katalaz testi

Secilen bakterinin katalaz enzim aktivitesine sahip olup olmadigini belirlemek i¢in TSA
besiyerine inokiile edilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. TSA besiyerinde biiyiitiilen
bakterilerden alinarak lam iizerine konularak {izerine %5’lik H2O> bir damla birakildu.
Oze yardimiyla H20’nin bakteri igerisine niifuz etmesi sagland1 ve kabarcik olusturan
bakteriler katalaz testi sonucu pozitif kabul edilirken kabarcik olusturmayan bakteriler

katalaz testi sonucu negatif olarak degerlendirildi. (Adigiizel 2006).

3.2.2.d. Oksidaz testi

Oksidaz testleri, canlinin elektron transferi sirasinda sitokrom c proteinlerine sahip olup
olmadigini gosterir. Sitokrom c proteini (oksidaz c), solunum olayinda gorev alir. Bu test
icin hazir kitler kullanilir. Eger oksidaz c sistemi bulunuyorsa, enzimin reaksiyon vermesi
sonucunda ortamda mavi renk olusumu goézlenir. Kit 1 damla steril saf su ile temas
ettirildikten sonra tizerine TSA besiyerinde biiyiitilen OSBS6 bakteri susu birakildi.
Oksidaz testi sonucu pozitif bakteriler mavi-mor renk olustugu gozlenirken, oksidaz test

sonucu negatiflerde renk olusumu gozlenmez (Acar 2009).

3.2.3. Molekiiler analiz

16S rRNA gen bélgesinin klonlanmasi

1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢cin OSBS6 izolat1 TSA besiyerine inokiile edilerek 55°C’de
24 saat siireyle inkiibasyona birakildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda tek koloni alinarak
TSB sivi besiyeri igerisine inokiile edildi. 55°C’lik ¢alkalayici inkiibatérde 24 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Izolasyonda kit olarak Promega wizardR genomic DNA

purification kit (A2360)’nin protokolii ile hazirlandi.
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e 24 saat inkiibasyondan sonra TSB besiyerleri igerisindeki bakteri kiiltiiriinden 4 mi
alinarak 16000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant atildiktan sonra, ¢okelti iizerine 480 pul 50 mM EDTA ve 120 pl 10
mg/mL lizozim ilave edildi, 1 saat 37°C de inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra 14000 rpm’de 2 dk santfiriij yapilip, siipernatant uzaklastirildi.
600 ul Niiklei Lizis eklenerek homojen hale getirmek i¢in pipetleme yapildi.

e Sonra 5 dk boyunca 80°C’de inkiibe edildikten sonra oda sicakligina sogutuldu. 3 pl
RNase A eklendikten sonra 30 dk 37°C’de inkiibe edildi.

e Tekrar oda sicakliginda sogutulduktan sonra tizerine 200 ul Protein Presipitasyon
soliisyonundan birakildi ve 10 sn vortekslendi.

e Buzda 5dk bekletildikten sonra, 14000 rpm’de 15 sn santfiriij yapildi. Elde edilen
slipernatant, i¢ginde 600 ul izopropanol bulunan ependorf igerisine alindi.

e Pellet olusumu gozle goriiniir bir sekle gelene kadar, ependorf alt ist edildi. Tekrar
14000 rpm’de 2 dk santfiriij yapildi ve siipernatant uzaklatirildi.

e Kurutma kagidi iizerinde i¢indeki sivinin tamamen uzaklasana kadar beklendi.

e  Yikama amacli iizerine %70’lik etanolden 600 pl eklendikten sonra 14000 rpm de 2
dk santfiriijlendi, siipernatanti uzaklastirilip 20 dk 37°C’de inkiibe edildi.

e Ependorflara 100’er ul DNA Rehidrasyon soliisyonu eklendikten sonra 65°C’de 1

saat beklendikten sonra sonra +4°C’de muhafaza edildi.

2. 16S rRNA PCR islemi

16S rRNA gen bolgesi evrimsel agidan da korunmus bolgeler tasir. 16S rRNA dizisini
PCR yontemiyle ¢cogaltabilmek i¢in 16S rRNA gen bolgesi 27F (forward 5°- AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG -3°), 1492R (reverse 5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T -
3”) primerleri kullanildi (Yanmis ve Adiguzel 2014).

Bu agamada 30ul’lik bir PCR karigimi hazirlandi.
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Cizelge 3.3. 16S rRNA PCR'da kullanilan kimyasallarin miktarlari

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (uL)
PCR Buffer 10X 3

Dntp 25 mM 0,6

MgCI2 25 mM 1,8

27F 5 pmol 3

1492R 5 pmol 3

DMSO 99% 1,2

ddH20 - 14,1

Kalip DNA 100 ng 3

Toplam 30

Cizelge 3.4. PCR Programinin Sicaklik, Siire, Dongii Sayis1

Asamalar Sicaklik (°C) Siire(dk)  Dongii Sayisi

On Denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1 36
Baglanma 49 1 36
Uzama 72 2 36
Son Uzama 72 5 1

1X TAE tamponu kullanilarak %1°lik agaroz jel hazirlandiktan sonra donma sicakligina
yakin bir asamada tlizerine 0,4 pl etidyum bromiir eklendi ve taraklar yerlestirilmis olan
kiivete dokiildii. Yaklasik yarim saat donmasi beklendi. Donan jelden dikkatlice taraklar
cikartildiktan ilk kuyuya DNA markir konuldu. PCR f{iriinii 1 pl 6X yilikleme boyasi 3 pl
ile karistirilarak yiiklendi ve jel 100 voltta 1 saat siireyle yiiriitiildii. Siire sonunda yiiriiyen
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jel tizerindeki PCR {irlinleri Quantum Vilber Laurnat Gel Documantation System ile

goriintiilendi (Adigiizel 2006).

3. Kompetant hiicre hazirlanmasi

Kompotent hiicre olarak Escherichia coli JM101 susu kullanildi. Escherichia coli IM101
susu LB kat1 besiyerine inokiile edildi ve 16-24 saat siireyle 37°C’lik inkiibatore birakildi.
Tek bir koloni LB broth (4 mL) igerisine inokiile edildi ve 1 gece boyunca 37°C’de
inkiibatorde biiytitiildi. 300 pL kiiltiir 2700 pL su ile seyreltilip spektrofotometede 600
nm dalga 6l¢tim yapildi. Cikan deger seyreltme orani olan 10 ile garpildi. Ayri bir erlende
hazirlanan 30 mL LB siv1 besiyeri iizerine, hesaplama sonucu eklenmesi gereken kiiltiir
miktart birakildi ve 37°C’de ¢alkalamali inkiibatdrde 50-90 dk siire ile inkiibe edildi.
Yaklasik 40 dk sonrasinda kiiltirden ornek alinarak 600 nm'de 0,044-0,055 olana dek
belirli zaman araliklarinda 6l¢iim yapildi. Uygun degere ulasan kiiltiirden steril tiipler
icerisine 8'er mL eklendi ve kiiltiir igerisindeki hiicreler 4400 rpm'de 10 dk ¢oktiirtiliip
stipernatant dikkatlice uzaklastirildi. Cokelti tizerine 10 mL 100 mM CaCl2 soguk olarak
eklendi ve 40 dk buz tizerinde bekletildi. Siire sonunda tiipler +4°C’de, 4400 rpm 10 dk
santifriijde ¢oktiiriildii. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra tizerine 2 mL CaCl2 (100
mM) eklenip +4°C’de bir gece bekletildi.

4. Ligasyon islemi

Steril bir tiipte Cizelge 3.5'de verilen oranlar eklenerek pipetlendi. Daha sonra spin
edilerek PCR cihazinda 16°C'de 13-15 saat birakildi. +4°C'de muhafaza edildi.
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Cizelge 3.5. Ligasyon isleminde kullanilan malzemelerin miktarlar

Reaktif Kullamilan Miktar (pl),

Ligasyon Buffer 2X
PCR iiriinii

Vektor

T4 DNA Ligaz

= (P W O

5. Transformasyon islemi

Onceden hazirlanip buzdolabinda en az bir gece +4°C’de muhafaza edilen kompotent
hiicrelerden 200'er uLL konulup buzda bekletildi. 42°C’ye ayarli olan sicak su banyosuna
2 dk siire ile bekletilerek 1s1 sokuna maruz birakildi. Uzerine ligasyon iiriinii eklendikten
buzda 30 dk bekletildi.

Karigim 1s1 sokuna ugratilmak amaciyla buzdan dikkatlice cikarilip 42°C'de sabit bir
sekilde 2 dk tutuldu. Uzerine LB Broth s1v1 besiyerinden 200 uL konulup yaklasik 1 saat
40 dk siire ile 37°C'lik etiivde inkiibasyona birakilda.

Inkiibasyon siiresi sirasinda dnceden otoklavlanmis amfisilinli kati besi yeri oda 1sisna
geldikten sonra steril kabin igerisinde 40 uL. X-Gal ve 40 pL IPTG pipetlenip petrilere
eklenip yayildi. Daha sonra kompotent + ligasyon iiriinii karisimindan 150 pl alinarak,
LB agar + Amfisilin + X-gal + IPTG igeren besiyerine steril drigalski 6zesi ile yayma

ekim yontemi ile yayildiktan sonra 37°C’de yaklasik 12-14 saat inkiibasyona birakildi.

6. Kolonilerin se¢ilmesi ve sivi kiiltiire alinmasi

37°C’de inkiibasyona birakilan petriler 14 saatin sonunda etiivden alinip +4°C’ye

birakild1 ve bir gece bekletildi. Mavi beyaz koloniler olustuktan sonra, beyaz koloniler
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steril bir pipet ucu ile alinip i¢inde 3 mL amfisilinli LB broth besiyeri bulunan tiiplere

inokiile edildi. 37°C’lik calkalyicida bir gece inkiibasyona birakildi.

7. Koloni PCR i¢in 6rneklerin hazirlanmasi ve PCR islemi

Amfisilinli LB broth siv1 besiyerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden 4 pL
alinip, iginde 16 pL steril distile su bulunan tiipe konularak seyreltildi. Su banyosunda 10
dk kaynatildi ve sonra 2 dk buzda bekletilerek 1s1 sokuna maruz birakildi. Daha sonra

12000 rpm’de 5 dk siire ile santfirijlendi.

Daha sonra Cizelge 3.6'da verilen reaktifler ve miktarlara gére PCR tiipleri hazirlandi.

Cizelge 3.6. Koloni PCR isleminde kullanilan reaktiflerin yogunluk ve miktarlari

Reaktif Kullamilan Miktar (pL)
Tampon 3

Dntp 0,6

MgCI2 1,8

T7 Primer 2

SP6 Primer 2

DMSO 1,2

ddH20 16,1

Taq Polimeraz 0,3
Siipernatant 3

Hazirlanan tiipler PCR cihazina yerlestirilip Cizelge 3.7'de verilen degerler girilerek

koloni PCR programi ¢aligtirildi.
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Cizelge 3.7. Koloni PCR programi

Asamalar Sicakhik (°C) Dongii

Siire Sayisi
On Denatiirasyon 94 2dk 1
Denatiirasyon 94 30 sn 35
Baglanma 55 30 sn 35
Uzama 72 2.dk 35
Son Uzama 72 10 dk 1
Saklama 4 00

PCR isleminden sonra %1°lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz jele, markir, igerisinde istenen
geni igeren (pozitif) ve icerisinde gen bulunmayan (negatif) kontroller yiiklenerek 90
voltta 1 saat siire ile yiiriitiildii. Jel goriintiilenerek istenen aralikta bant veren koloniler

plazmit izolasyonu i¢in amfisilinli LB broth'a inokiile edildi.

8. Plazmit izolasyonu

Promega A1330 plazmit izolasyon Kitine ait protokol uygulanarak, plazmit izolasyonu

yapildi. Protokole gore;

e LB broth besi yerinde bir gece inkiibasyona birakilan kiiltiirden 4 mL alinarak 11000
rpm'de santrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

e (Coken pelletin iizerine Cell Resuspension Soliisyonu eklendi ve pipetajlanarak
homojen hale getirildi.

e Homojen hale getirildikten sonra karigimin tizerine 250 pL Cell Lysis
Soliisyonundan eklenerek asagi yukari karistirildi ve oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

e Inkiibasyondan sonra Alkaline Protease Soliisyonundan 10 L ilave edildi ve oda

sicakliginda 5 dk bekletildi.
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e 350 pL Nétralizasyon ¢ozeltisinden tizerine eklendi 13000 rpm'de 10 dk santrifiij
yapildi.

e Siipernatanttan yaklasik 650-750 pL alindi ve igerisinde kolon bulunan ependorf
tiipline aktarild1 ardindan 13000 rpm'de 1 dk siire ile santrifiijlendi.

e  Santrifiij sonunda kolona 750 pL Wash Solution eklendi ve tekrar 13000 rpm'de 1 dk
santrifiijlendi. Tekrar kolona 250 uLL. Wash Soliisyonundan eklendi ve 13000 rpm'de 2 dk
santrifiijlendi.

e Alta gecen s1vi uzaklastirilip 1 dk 13000 rpm'de santrifiij edildikten sonra kolon yeni
bir ependorfa aktarildi.

e Nuclease-Free Water Soliisyonundan 100 pL eklenip 13000 rpm'de 1 dk santrifiij
edildi.

e Son olarak kolon ¢ikarilip uzaklastirildi ve tiipler 6l¢iim yapilana kadar -20°C'de

muhafaza edildi.

9. Plazmit Konsantrasyonunun Belirlenmesi

2 uL plazmit, 998 pL didistile su ile karistirilarak, spektrofotometrede OD260 nm dalga
boyunda konsantrasyonu belirlendi. Plazmit konsantrasyonun 100-200 ng olacak sekilde
hesaplandi1.30-50 pL 6rnek alinarak sekans analizi icin Macrogen (Hollanda) firmasina

gonderildi.

3.2.4. Amilaz ve proteaz enziminin iiretimi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu

3.2.4.a. Amilaz ve proteaz enzimi iiretimi

Bakteri izolatlarindan hem proteaz kati besiyerinde hem de amilaz kat1 besiyerinde, en
Iyi zon veren bakteri OSBS 6 susu tespit edildikten sonra molekiiler tanisi yapildi. Tez
calismasinda OSBS6 (B. licheniformis) susu ile devam edildi. TSA kat1 besiyerine inokiile
edilip 55°C’de 24 saat siireyle etiivde bir gece inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu sus
TSB sivi besiyerinde 55°C inkiibatorde bir gece biiyiitiildii. TSB besiyerinde biiyiiyen

bakterilerin hiicre miktarini mililitre cinsinden hesaplanarak 100 mL’lik mix kiiltiire
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inokiile edildi. 24, 48, 72, 96, 120. saatlerde 6rnekler alinarak hem amilaz hem de proteaz
aktivitelerine bakilarak hem amilazin hem de proteazin iiretildigi en iyi zaman aralig1

belirlendi.

3.2.4.b. Amilaz enziminin aktivite tayini

Amilaz enziminin aktivitesi (Miller et al. 1959) 3,5-dinitrosalisilik asit metodu (DNS)
kullanilarak belirlendi. DNS metodu, amilaz enziminin nisastayr hidroliz etmesi
sonucunda olusan indirgen seker miktarini saptamak igin kullanilir. Bu metodun prensibi,
alkali kosullar altinda serbest aldehit veya keton grubuna sahip sekerler 3,5-
dinitrosalisilik asidi, 3-amino-5-nitrosalisilik aside indirgeme esasina dayanir. Bu

yontemin uygulama asamalart;

MOPS (50 mM pH 7,0) tamponundan 150ul alinarak, {izerine MOPS (50 mM pH 7,0)
tamponunda hazirlanmis %2 nisasta ¢ozeltisinden 300 pul eklendi. 5 dk 70°C 1s1 blokunda
on 1sitma yapildi. Uzerine 500 pl saflastirilmis enzim ¢ozeltisinden tiipe eklenerek
70°C’de 20 dk inkiibasyon i¢in 1s1 blokuna birakildi. 600 pul DNS c¢ozeltisi ile inkiibe
edilerek 5 dk 90°C su banyosuna birakildiktan sonra oda 1sisina gelene kadar beklendi.

Kore kars1 540 nm’de absorbansina bakildi.

Bir iinite amilaz aktivitesi (U/mL) 37°C pH 7,0’de hidroliz reaksiyonu sonucunda
dakikada %2’lik nisastadan 1ug glukoz agiga ¢ikmasi igin gerekli enzim miktar1 olarak
ifade edildi. Onceden olusturulmus glukoz standart grafiginin egimi kullanilarak enzim

aktivitesi hesaplandi.

3.2.4.c. Proteaz enziminin aktivite tayini

Proteaz enziminin aktivitesi, Takami et al. (1989) tarafindan substrat olarak kazeinin

kullanildigi yontemin modifiye edilmesiyle belirlendi. Bu yontemin uygulama asamalart;
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%0,65°1ik kazeinden 2,5mL alinarak iizerine 0,5 mL enzim ¢ozeltisi eklendi. Reaksiyon
karisimi 37°C’lik su banyosuna konularak 10 dakika inkiibe edildi. Tris-HCI tampon (100
mM pH 8,5) ¢6zeltisi enzim yerine eklendi ve kor olarak kullanildi. 10 dk inkiibasyondan
sonra reaksiyonu durdurmak i¢in 110 mM’lik TCA’dan 2,5 mL eklendikten sonra 30
dakika 37°C su banyosuna birakildi. 10 dk 5000 rpm’de santrifiij yapildi. Yeni bir tiipe
olusan siipernatanttan ImL alinarak {izerine 2,5 mL NaxCOz (0,5 M) ¢ozeltisinden ve 0,5
mL 0,5 M Folin Ciocalteu reaktifinden eklendikten sonra 30 dakika 37°C su banyosunda
bekletildi. Kore kars1 660 nm’de absorbansina bakildi.

Bir iinite proteaz aktivitesi (U/mL) 37°C pH 8,5’da hidroliz reaksiyonu sonucunda
dakikada %0,65°1ik kazeinden 1pg tirozinin agiga ¢ikmasi igin gerekli enzim miktaridir.
Onceden olusturulmus tirozin standart grafiginin egimi kullanilarak enzim aktivitesi

hesaplanda.

3.2.4.d. Protein tayini

Bradford yontemi (Bradford 1976) ile protein tayini yapildi. Bu ydntem protein
konsantrasyonunun tahmini i¢in basit, hizli ve hasssas bir yontemdir. Bu yontemin esasi
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteine baglanmasina dayanir. Farkli
konsantrasyonlardaki proteinler farkli siddette mavi renkli ¢o6zeltiler olusturarak
maksimum absorbans gosterdigi 595 nm dalga boyunda absorbanslanlarina bakilir.
Ozellikle boya arjinin ve lizin gibi aminoasitlere kolaylikla baglanma egilimi gdsterir.
(Robyt and White 1987).

3.2.4.e. Amilaz ve proteaz enziminin iiclii faz ayirma (TPP) sistemi ile saflastirilmasi

TPP islemiyle enzimi saflastirmadan 6nce besiyeri belli bir santrifiij edilerek homojenat
hiicre kalintilarindan uzaklastirildi. Elde edilen homojenat, tiglii faz ayirma yontemiyle
saflastirma islemi gerceklestirildi. TPP islemiyle enzimin en iyi saflastig1 araligi bulmak
icin amonyum siilfat ve t- biitanol oran1 belirlendikten sonra farkli pH’larda enzimin en

iyi saflagtigi pH tespit edildi. TPP optimizasyonunda literatiirde iki yontem kullanilir.
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Birinci yontemde %30 veya %40 aralifinin birinde tuz eklenerek farkli t-biitanol
oranlarinda saflagtirmanin en iyi oldugu t-biitanol aralig1 belirlendikten sonra %20, %30,
%40, %50, %60, %70, %80 olmak tizere farkli tuz oran1 denenerek en iyi saflagtirmanin
gergeklestigi tuz araligi belirlenir. Ikinci yontemde ise %20, %30, %40, %50, %60, %70,
%80 olmak tizere farkli tuz oranin herbiri i¢in farkli oranlarda t-biitanol denemeleri

olusturarak saflagtirmanin en iyi gergeklestirildigi t-biitanol ve tuz orani tespit edilir.

L77 xV x (S, = S,)
3.54-5,

g(NH ), S0, =

Tez ¢alismasinda B. licheniformis OSB6 susunun en iyi aktivite verdigi 72. Saate kadar
biiyiitiildiikten sonra 24°C’de 6000 rpm’de 25 dk santrifiij edildi. TPP yontemiyle
saflastirmak icin elde edilen homojenat 2 mL alinarak yukardaki formiille %20, %30,
%40, %50, %60, %70, %80 farkl tuz oranlart hesaplanarak homojenatin lizerine eklendi.
Vortekslendikten sonra her tuz orami i¢in 1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0 oraninda
homojenat: t-biitanol oran1 hesaplanarak t-biitanol eklendi. Tekrar vortekslendikten sonra
oda sicakliginda 1 saat bekletildi. 1 saatin sonunda ¢ok net olarak ii¢ faza ayrildig:
gozlendi. Sonra 24°C’de 6000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Pastor pipeti yardimiyla tist
faz ayrildiktan sonra orta faz ve alt faz ayr tiiplere birakildi. Son santrifiijden sonra orta
faz 1 mL tampon ¢ozeltisinde (amilaz icin MOPS pH 7,0 tamponunda; proteaz igin ise
Tris-HCI pH 8,5 tamponunda) homojen olacak sekilde pipetleme yapilarak her bir enzim
icin alt ve orta fazin enzim aktivitesi ve protin tayini yapildi. % Verim ve saflagtirma

katsayis1 hesaplanarak grafikleri ¢izildi (Rachana and Jose 2014).

TPP isleminde tuz ve organik ¢dzgen oranin optimizasyonu yapildiktan sonra farkl
pH’larda aktivitelerine bakildi. % Verim ve saflastirma katsayis1 hesaplanarak grafik
olusturulduktan sonra saflastirmanin en iyi oldugu pH secildi. Optimizasyon sonucuna
gore amilaz enzimini saflastirmak i¢cin 2 mL’lik homojenat {izerine %30 oraninda
amonyum siilfat eklendi. pH’s1 7,0’ye ayarlandiktan sonra iizerine 1,5 mL t-biitanol
eklendi. Oda sicakliginda 1 saat siireyle bekletildikten sonra 6000 rpm’de 10 dk santrifiij
yapilarak alt faz ve ara faz ayrildi. Ara faz MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponunda 1 mL
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icerisinde homojen hale gelecek sekilde vortekslendi. Amilaz enziminin orta fazda
kaldig1 tespit edildi ve sonug olarak karakterizasyon g¢aligsmalari i¢in amilaz %30’luk
tuzda pH 7,0’de 1:1,5 oraninda t-biitanolle ara fazdan saflastirilirken proteaz %70’luk
tuzda pH 6,0’da 1:1,5 oraninda t-biitanolle alt fazdan saflastirildi (Dennison and Lovrien
1997, Rachana and Jose 2014).

3.2.4.f. Enzimlerin molekiil kiitlesinin belirlenmesi icin Sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Homojenatta bulunan amilaz ve proteaz enziminin verilen aralikta TPP sistemiyle
saflagtirilip yaklasik molekiil agirligimi belirlemek i¢in SDS-PAGE yapildi (Laemmli
1970). Amilaz ve proteaz enzimlerinin ham enzim ekstrakti, TPP alt ve ara fazi1 SDS-
PAGE de yiiriitiildii. %10’luk yiiriitme jeli, %4’lik yigma jeli hazirlandi. Ornekler

yiriitiildiikten sonra giimiishoyama metodu ile bantlar belirlendi.

Elektroforez malzemeleri iyice yikandi. Kalin ve ince cam esit seviye getirilip kiskaglarla
tutturulduktan sonra altina jeli disar1 sizdirmayacak sekilde slinger bulunan, jel hazirlama
kabinin {izerine konuldu ve sabitlendi. Ik 6nce ayirma jeli hazirlandi. Kimyasallar verilen
siraya gore konularak en son amonyum persiilfat eklendi. Hizl1 bir sekilde 4,5mL alinarak
plakalara dikkatlice dokiildii. Hava kabarciklarinin olusmasin1 6nlemek i¢in {ist hizaya
kadar izopropanol eklendi. Jelin polimerlesmesi i¢in 30 dk beklendikten sonra iizerindeki
izoalkol uzaklastirildi. Bu islemden sonra ayirma jelinin iizerine eklenecek olan yiikleme
jeli hazirlanip dokiildii. Numune kuyucuklarinin olusmasi igin iizerine tarak dikkatlice
yerlestirildi ve 30 dakika siire polimerlesmeye birakildi. Donan jelden tarak dikkatli bir
sekilde cikartildi. Jel hazirlama aparatindan ¢ikarilan jel, elektroforez tanki igerisine

yerlestirildi.

Elektroforeze yiiklenecek drnekler (Ham enzim ekstrakti, alt faz, ara faz) 20’ser pl alinip
20 pL numune c¢ozeltisiyle bir eppendorfta karistirilir. Sonra ependorflar 90°C su
banyosunda 5 dk siire ile bekletilerek denatiire edildi. Kuyulardan ilkine proteinin

molekiil agirhigini belirlemek igin 4 ul markir yiiklendi. Once jel 60 voltta 30 dakika
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yiriitiildiikten sonra 120 volt akimda numuneler jelin en alt sinirina gelene kadar
yiritildi. Yiriitme islemi bittikten sonra jel cam plakalar arasindan dikkatlice

cikarilarak glimiis boyama yapildi.

Cizelge 3.8. Jel bilesenleri

Ayirma Jeli Yigma Jeli

Kimyasallar (mL) (mL)
ddH20 2,35 1,84
%30 Akrilamid/bisakrilamid 33 0,325
1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) - 0,31
1,0 M Tris-HCI (pH 8,8) 3,75 -

%1,5 PER 0,2 0,05
%5 TEMED 0,1 0,025
%10 SDS 0,15 0,025

3.2.4.9. Giimiis boyama ile 6rneklerin boyanmasi

Jel, cam plaklardan dikkatlice ¢ikarilarak tabani diiz bir kap igerisine birakildi. Jel, 30 dk
boyunca tespit ¢ozeltisiyle karanlik ortamda galkalandi. Tespit ¢ozeltisi dokiilerek jel
distile su ile yikandi. Rediiksiyon ¢6zeltisi eklenerek 30 dk karanlik ortamda ¢alkalandi.
30 dk’nin sonunda rediiksiyon ¢ozeltisi dokiilerek tekrar distile su ile yikandi. Sonra
yikama islemi olarak distile su eklendi ve 5 dk galkalamaya birakildi. Bu islem {i¢ kez
tekrarlandi. Boyama ¢ozeltisi yikama islemleri bittikten sonra eklenerek 20 dk ¢alkalandi.
Tekrar distile su ile yikandiktan sonra yikama cozeltisinde el yardimiyla hafifce
calkalandi. Jelde bantlar belirginlesmeye basladigi andan itibaren goriintii alinmaya

baglandi.
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3.2.4.h. Proteaz enziminin Zimogram Analizi

Saflastirilan proteaz enziminin zimogrami i¢in, SDS-PAGE jel hazirlandi. Zimogram
analizi i¢in P-Merkaptoetanol eklenmeyen numune boyasi kullanildi. Kuyucuklara
yiiklenecek 6rnekler 20 uL. numune boyast, 20 pL %0,65°lik kazein ¢ozeltisi ve 20 pL
ornek alinarak ependorf tiipiinde karistirildiktan sonra yiiklendi. Elektroforez sistemine
yiiklenilen ornekler 60 voltta 30 dakika yiiriitiildiikten sonra 120 voltta 1 saat kadar
yiriitiildii. Yiiriitme islemi bittikten sonra jel dikkatlice cam plakalardan ¢ikarildi. Jel diiz
bir kaba konularak tizerine %2’lik Triton-X-100 ¢6zeltisi birakildi. 30 dakika 37°C 150
rpm’de galkalandi. Sonra Triton-X-100 dokiilerek jel distile su ile yikandi. Tris-HCI (100
mM pH 8,5) tamponu eklenerek 20 dakika 37°C 150 rpm’de ¢alkalandi. Distile su ile
yikandiktan sonra jel, %0,65’lik kazein ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika 37°C 150 rpm’de
calkalandiktan sonra giimiis boyama yapildi (Kazan et al. 2005).

3.2.5. Amilaz enziminin karakterizasyon ¢alismalari

3.2.5.a. Amilaz enzimi i¢cin optimum pH ve pH kararhhgmin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin optimum pH’simnin
belirlenmesi amaciyla 50 mM ‘lik sodyum asetat (pH 4,0-5,5), MOPS (pH 6,0-7,5), Tris-
HCI (pH 8,0-9,5), Glisin-NaOH (pH 10,0-11,0) tamponlarinda hazirlanan %2’lik nisasta
¢Ozeltisi subsrat olarak kullanilarak aktivitelerine bakildi. En yiiksek aktivitenin
gozlendigi pH degeri 100 kabul edilerek enzimin optimum pH degeri ona gére bagil

aktivite olarak hesapland.

Amilaz enziminin stabil oldugu pH araliginin belirlenmesi i¢cin 50 mM sodyum asetat (pH
4,0-5,5), MOPS (pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 8,0-9,5), Glisin-NaOH (pH 10,0-11,0)
tamponlar1 kullanildi. 2mL tampon ¢06zeltisinin ilizerine 2mL enzim c¢ozeltisi ilave
edilerek oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon &ncesi amilaz enzim aktivitesi

100 kabul edilerek inkiibasyondan sonraki degerler kalan aktivite olarak hesaplandi.
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3.2.5.b. Amilaz enzimi icin optimum sicaklik ve stabil sicakh@imin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin optimum sicakligin
belirlenmesi i¢in 20-90°C sicaklik araliginda aktivite tayini yapildi. Aktivite tayininde 5
dk’lik 6n 1sitma ve 20 dk’lik inkiibasyon siireleri 20-90°C sicaklik araliginda
gerceklestirilerek aktivitesi belirlendi. Enzimin optimum sicakligini belirlemek igin
cizilen grafikte en yiiksek aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 olarak kabul edilerek

sonuglar ona gore bagil aktivite olarak hesaplandi.

Amilaz enziminin sicaklik stabilitesinin belirlenmesi ig¢in; enzim c¢ozeltisi 20°C’den
90°C’ye kadar olan sicaklik degerlerinde 30, 60, 90, 120 dk’lik siirelerde inkiibe edilerek
aktivitesine bakildi. Amilaz enzimi stabil sicaklik grafiginde, inkiibasyon dncesi amilaz
enzim aktivitesi 100 kabul edilerek inkiibasyon siireleri sonunda elde edilen degerler

kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.2.5.c. Amilaz enzim aktivitesi iizerine bazi1 metal iyonlarinin etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enzimine metal etkisinin
belirlenmesi amaciyla Fe?*, Mg?*, Ca?*, Zn?*, Co?", Mn?* ve K* metal iyonlarmin klorlu
tuzlart kullanilarak hazirlanan 10 mM’lik konsantrasyonlardaki stok g¢ozeltilerinden
MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponu ile seyreltilerek 1 mM’lik ve 5 mM’lik ¢ozeltiler
hazirlandi. On 1stma i¢in hazirlanan karistmda tampon ¢dzeltisi yerine metal ¢ozeltisi
eklenerek 55°C’de 30 dk inkiibasyona birakiliktan sonra aktivitelerine bakildi. Kontrol
olarak metal iyonu yerine MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponu kullanildi. Kontroliin enzim
aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.25.d. Amilaz enzim aktivitesi iizerine baz1 organik c¢oziiciilerin etkisinin

incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin aktivitesine organik

¢oziciiler varliginda etkisini incelemek i¢in etanol, metanol, aseton, gliserol ve
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izopropanol gibi organik ¢oziiciiler MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponu igerisinde %10 ve
%20’luk konsantrasyonlarda hazirlandi. On 1stma i¢in hazirlanan karisimda tampon
¢ozeltisi yerine organik ¢oziicii eklenerek 55°C’de 1 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
aktivitelerine bakildi. Kontrol olarak metal iyonu yerine MOPS (50 mM, pH 7,0)
tamponu eklendi. Kontroliin enzim aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar kalan aktivite

olarak hesaplandi.

3.2.5.e. Amilaz enzim aktivitesi iizerine bazi inhibitorlerin etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin tizerine inhibisyon
ajanlarmin etkisini belirlemek amaci ile EDTA (1 mM ve 10 mM), PMSF (1 mM ve 10
mM), B-merkaptoetanol (%1 ve %5) ve DNTB (1 mM ve 10 mM) kullanildi. PMSF
%096’lik etanol igerisinde hazirlanirken EDTA, B-merkaptoetanol ve DNTB MOPS (50
mM, pH 7,0) tamponunda hazirlandi. On 1stma i¢in hazirlanan karisimda tampon ¢ozeltisi
yerine inhibitor ¢ozeltileri eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra
aktivitelerine bakildi. Kontrol olarak hazirlanan 6rnekte inhibitor yerine MOPS (50 mM,
pH:7,0) tamponu kullanildi. Kontroliin enzimin aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar
kalan aktivite olarak hesaplandi (Burhan et al. 2003)

3.2.5.f. Amilaz enzim aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve okside edici

ajamin etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin yiizey aktif maddelerinden
Tween-20 (%1 ve %5), Tween-80 (%1 ve %5) Triton X-100 (%1 ve %5), SDS (%1 ve
%b5) ve okside edici ajan H202 (%1 ve %5) varliginda aktivitesinde meydana gelen
degisim incelendi. On 1stma i¢in hazirlanan karisimda tampon ¢ozeltisi yerine yiizey aktif
maddeleri eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra aktivitelerine
bakildi. Kontrol olarak yiizey aktif maddelerin yerine MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponu
eklendi. Kontroliin enzimin aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar kalan aktivite olarak

hesaplanda.
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3.2.5.9. Amilaz enziminin substrat olan ézgiinliigiiniin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 saflastirilan amilaz enziminin subsratlara olan 6zgiinligiinii
belirlenmesi amaciyla patates nisastasi, piring nisastasi, bugday nisastasi, amiloz ve
maltotrioz gibi ¢esitli subsratlarm MOPS (50 mM, pH 7,0) tamponunda %2’lik
konsantrasyonda hazirlanarak aktivitelerine bakildi. Enzimin aktivitesinin en yiiksek
oldugu substratin aktivitesi 100 kabul edilerek diger subsratlarin aktivitesi bagil aktivite

olarak hesaplandi.

3.2.5.h. Amilaz enziminin Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi

B. licheniformis OSBS6 saflastirilan amilaz enziminin Km Ve Vmax degerlerini belirlemek
amaciyla MOPS (50 mM, pH:7,0) tamponunda %0,1-2,0 konsantrasyon araliginda
patates nisastasi substrat1 ile aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerle 1/V’ye kars1
1/[S] Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek Km ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.2.6. Proteaz enziminin karakterizasyon calismalari

3.2.6.a. Proteaz enzimi icin optimum pH ve pH kararhhgmmin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflagtirilan proteaz enziminin optimum pH'sini
belirlenmesi amaciyla 0,1 M’lik sodyum fosfat (pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 8,0-9,5) ve
Glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tamponlarinda hazirlanan %0,65°lik kazein ¢ozeltisi substrat
olarak kullanilarak aktivitelerine bakildi. 0,5mL enzim farkli pH’larda hazirlanmis olan
2,5mL %0,65°1ik kazein c¢ozeltisi ilave edilerek aktivite tayini yapildi. En yliksek
aktivitenin gozlendigi pH degeri 100 kabul edilerek enzimin optimum pH degeri ona gore
bagil aktivite olarak hesaplandi (Yildirim 2014).

Proteaz enzimin stabil oldugu pH araligimin belirlenmesi i¢in 0,1 M’lik sodyum fosfat
(pH 6,0-7,5), Tris-HCI (pH 8,0-9,5) ve Glisin-NaOH (pH 9,0-11,0) tampon ¢ozeltileri
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kulllanildi. 2mL tampon ¢ozeltisi lizerine 2mL enzim c¢ozeltisi ilave edilerek oda
sicakliginda 2 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon 6ncesi proteaz enzim
aktivitesi 100 kabul edilerek inkiibasyondan sonraki degerler kalan aktivite olarak
hesaplandi1 (Rahman et al. 2006).

3.2.6.b. Proteaz enzimi icin optimum sicaklik ve stabil sicakhiginin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesi i¢in 20°C-90°C arasindaki sicakliklarda 10 dakika inkiibe edilerek aktivite
tayini yapildi. Enzim optimum sicaklifini belirlemek i¢in ¢izilen grafikte en yliksek
aktivitenin gozlendigi sicaklik degeri 100 olarak kabul edilerek sonuglar ona gore bagil

aktivite olarak hesaplandi.

Proteaz enziminin sicaklik stabilitesini belirlemek igin; enzim ¢6zeltisi 20°C’den 90°C’ye
kadar olan sicaklik degerlerinde 30, 60, 90 ve 120 dk’lik siirelerde inkiibe edilerek
aktivitesine bakildi. Proteaz enziminin stabil sicaklik grafiginde, inkiibasyon Oncesi
proteaz enzim aktivitesi 100 kabul edilerek inkiibasyon stireleri sonunda elde edilen

degerler kalan aktivite olarak hesaplandi (Y1ldirim 2014).

3.2.6.c. Proteaz enzim aktivitesi iizerine bazi1 metal iyonlarimn etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzimine metal etkisinin
belirlenmesi amaciyla Fe?*, Mg?*, Ca®", Zn?**, Co?", Mn?", Li*" ve K' metal metal
iyonlarinin klorlu tuzlari kullanilarak hazirlanan 10 mM’lik konsantrasyonlardaki stok
¢ozeltilerinden Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponu ile seyreltilerek 1 mM’lik ve 5
mM’lik ¢ozeltiler hazirlandi. Saflastirilan proteaz enzim aktivitesine etkisi incelendi. 450
puL metal iyonu lizerine 50 uL enzim ¢ozeltisi eklenerek 30 dk inkiibasyona birakildi.
Kontrol olarak metal iyonlar1 yerine 450 pL Tris-HCI (100 mM pH 8,5) tamponu
kullanildi. Kontrol aktivitesi 100 kabul edilerek sonuclar kalan aktivite olarak hesaplandi
(Badgujar and Mahajan 2013).
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3.2.6.d. Proteaz enzim aktivitesi iizerine baz1 organik coziiciilerin etkisinin

incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzim aktivitesi tizerine organik
¢oziiciilerin etkisini incelemek igin; etanol, metanol, izopropanol, t- biitanol, aseton,
DMSO gibi organik ¢oziiciilerin %15 ve %50’lik konsantrasyonlarinda Tris-HCI (100
mM pH 8,5) tamponu i¢inde hazirlandi. 450 pL organik ¢oziicii lizerine 50 pL enzim
cozeltisi eklenerek 1 ve 24 saatlik inkiibasyon sonunda aktivite tayini yapildi. Kontrol
olarak organik ¢oziiciiler yerine 450 puL Tris-HCI (100 mM pH 8,5) tamponu kullanildi.

Kontrol aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar kalan aktivite olarak hesaplandi.

3.2.6.e. Proteaz aktivitesi iizerine baz1 inhibitorlerin etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin {izerine inhibitorlerin
etkisini belirlemek amaci ile PMSF (2mM ve 5mM), EDTA 2mM ve 5mM), -
mekaptoetonal (%1 ve %5), DTNB (2 mM ve 5 mM) ve IAA (2 mM ve SmM) kullanildi.
EDTA, B-merkaptoetanol, DTNB, IAA Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponunda
hazirlanirken PMSF %96 etanol ¢ozeltisinde hazirlandi. 450 pl inhibitor lizrine 50 pl
enzim ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildiktan sonra aktivitelerine
bakildi Kontrol olarak organik ¢oziiciiler yerine 450 pL Tris-HCI (100 mM, pH 8,5)
tamponu kullanildi. Kontrol aktivitesi 100 kabul edilerek sonuglar kalan aktivite olarak

hesaplandi (Rai and Mukherjee 2010).

3.2.6.f. Proteaz enzim aktivitesi iizerine yiizey aktif maddelerinin ve okside edici

ajamn etkisinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 ‘dan saflastirilan proteaz enziminin yiizey aktif maddelerinden
Tween-20 (%1 ve %5), Tween-80 (%1 ve %5), Triton X-100 (%1 ve %5), SDS (%1 ve
%?5) ve okside edici ajan H202 (%1 ve %5) varliginda aktivitesinde meydana gelen
degisimler incelendi. 450 pl’sinin tizerine 50 pl enzim ¢ozeltisi eklenerek 37°C’de 30 dk

inkiibasyona birakildiktan sonra aktivitelerine bakildi. Kontrol olarak yiizey maddeleri
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yerine 450 puL Tris-HCI (100 mM pH 8,5) tamponu kullanildi. Kontrol aktivitesi 100
kabul edilerek sonuglar kalan aktivite olarak hesaplandi (Rai and Mukherjee 2010, Reddy
et. al. 2008).

3.2.6.¢. Proteaz enziminin dogal substratlara olan ézgiinliigiiniin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6 saflastirilan proteaz enziminin subsratlara olan 6zgiinligiinii
belirlenmesi amaciyla kazein, azokazein, hemoglobin, BSA ve jelatin gibi c¢esitli
substratlarin  Tris-HCI (100 mM, pH 8,5) tamponunda %0,65 konsantrasyonda
hazirlanarak aktivitelerine bakildi. Enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu substratin

aktivitesi 100 kabul edilerek diger subsratlarin aktivitesi bagil aktivite olarak hesaplandi.

3.2.6.h. Proteaz enziminin Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi

B. licheniformis OSBS6’dan saflagtirilan proteaz enziminin Km Ve Vmax degerlerini
belirlemek amaciyla Tris- HCI (100 mM, pH 8,5) tamponunda %0,1-0,6 konsantrasyon
araliginda kazein subsrati ile aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerle 1/V’ye kars1
1/[S] Lineweaver-Burk grafigi gizilerek Km ve Vmax degerleri hesaplandi. (Rai and
Mukherjee 2010).

3.2.6.i. Proteaz enzimi iizerine ticari deterjanlarin etkilerinin incelenmesi

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin Omo, Ariel,ABC Bingo, Alo,
Persil gibi kati ticari deterjanlar varliginda aktivitesi bakildi. Bu deterjanlardan %21(w/v)
konsantrasyonlarindaki ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra 1 saat 65°C de inkiibasyona
birakilarak deterjanin icerisindeki enzimi denatiire edildikten sonra 450 pl deterjan
¢ozeltisinin tizerine 50 pl enzim ¢ozeltisi eklendi. Kontrol olarak deterjan ¢ozeltisi yerine
Tris- HCI (100 mM, pH 8,5) tamponu kullanilarak diger ¢6zeltilerle birlikte 37°C’de bir
saat birakildiktan sonra aktivitesine bakildi. Kontrol aktivitesi 100 kabul edilerek ona

gore sonuglar hesaplandi (Sellami-Kamoun et al., 2008).
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3.2.7. Istatiksel Sonuclar

Elde edilen tiim veriler li¢ deneyin ortalamasi SEM olarak ifade edildi. Sonuglarin
karsilastirilmasi, grapped programi kullanilarak Student’s two tailed t-test ile yapildi. (
nsP >0,05; * P <0,05; ** P <0,005; *** P <0,0001 yalniz kontrole kars1)
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4. ARASTIRMA BULGULAR

4.1. Petride Amilaz ve Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Cesitli jeotermal su kaynaklarindan izole edilmis izolatlarin amilaz ve proteaz kati
besiyerine wel difiizyon yapilarak, 55°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Zon veren
petrilerin gortintiileri alind1. Bakterilerden zon verenler + zon vermeyenler ise — isareti ile
Cizelge 4.1°de gosterildi. Hem amilaz hem de proteaz kati besiyerinde en genis zon ¢apini

veren OSBS6 izolati tez ¢calismasi i¢in segcildi.

Cizelge 4.1. Kat1 besiyerinde amilaz ve proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Bakteriler Amilaz Proteaz

OSBS6
OSBS34
0OSBS44
Saf 6
D-8

4-1

6-2

10-1

+

+ + + 4+ + + +
+

+ + + 4+ + + + o+

(o2}
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[

[
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4.2. Konvensiyonel Test Sonuclari

OSBS6 izolatinin konvensiyonel test sonucu ¢ubuk seklinde, gram pozitif, oksidaz ve

katalaz pozitif oldugu tespit edildi.

Cizelge 4.2. OSBS6 izolatinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Stok kodu Morfolojisi Gram Oksidaz Katalaz

0SBS6 Cubuk + + +

4.3. 16S rRNA Sekans Analiz Sonuglar:

16S rRNA gen bolgesine ait sekans sonuglart BioEdit programiyla dizilerin Fasta
formatinda vektore ait diziler cikarilarak elde edilen dizi, Gen Bankasindaki diger
dizilerle karsilastirildi. Boylece OSBS6 ‘nin tiir seviyesinde Bacillus licheniformis e %99

benzedigi belirlendi.

Cizelge 4.3. DNA dizi analizi sonucu OSBS6’nin benzerlik yiizdesi

Kod isim Benzerlik Orani

OSBS6 Bacillus licheniformis %99

4.4, Amilaz ve Proteaz Enzimlerinin Uretimi

Bakteri se¢imi yapildiktan 6n besiyeri olarak TSB besiyerine sonrada karigik(mix)
besiyerine inokiilasyonu yapildi. 24, 48, 72, 96 ve 120. saatlerde amilaz ve proteaz
aktivite tayini yapildi. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimi ve proteaz
enziminin maksimum aktiviteyi 72. saatte gosterdigi belirlendi. Enzim ¢aligmalari igin
72. saat kullanildi.
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Aktivite (EU/mL)
g

0 T T T T T
20 40 60 80 100 120
Siire (Saaft)

—A—Proteaz —@— Amilaz

Sekil 4.1. Amilaz ve proteaz enzimlerinin aktivite zaman iligkisi

4.5. Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Bu tez calismasinda protein miktarlarini hesaplamak igin Algicek (2017) tarafindan
olusturulan BSA standart grafigi kullanild1 (Sekil4.2).

Absorbans (595 nm)

120

BSA (mg/mL)

Sekil 4.2. Protein tayininde kullanilan standart grafik

4.6. Amilaz Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Glukoz Standart Grafigi

Tez calismasinda protein miktarlarim1 hesaplamak igin Olmez (2014) tarafindan

olusturulan Glukoz standart grafigi kullanildi (Sekil 4.3).



59

1,4 -

1,2

11 y =1,8414x-0,0316
2= (,9883

0,6 -

0,4 -

Absorbans (540nm)
o
co

0,2

0 T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Glukoz Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.3. Amilaz aktivitesi i¢in kullanilan standart glukoz grafigi

4.7. Proteaz Aktivitesinin Hesaplanmasi i¢cin Tirozin Standart Grafigi

Bu tez galismasinda enzim aktivitesini hesaplamak i¢in Yildirim (2014) tarafindan

olusturulan tirozin standart grafiginden yararlanildi. (Sekil 4.4).

1
=
= 0,8 4
: ’
= y =0,018x
S 06 R*= 0,988
wn
=
L
2 04
=
2
= 0.2
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Tirozin Konsantrasyonu (ng/mlL)

Sekil 4.4. Proteaz aktivitesi i¢in kullanilan standart tirozin grafigi
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4.8. Uglii Faz Ayirma (TPP) Sistemi ile Amilaz ve Proteaz Enziminin Saflastiriimas

4.8.1. Amilaz Enziminin TPP Sistemiyle Amonyum Siilfat ve Organik Cozgen

Oraninin Incelenmesi

Saflastirilan amilaz enziminin %20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80 farkh
ammonyum siilfat oranlartyla ve 1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:1,2 farkli homojenat:t-
biitanol orani ile elde edilen sonuglarla % verim ve saflastirma katsayisina kars1 grafikler
olusturuldu. Grafikler incelendiginde; saflastirilan amilaz enziminin ara fazda alt faza
gore daha yiiksek miktarda kaldigi; amilaz enziminin en iyi saflastirildig: aralik ise %30

amonyum siilfat oraninda ve 1,0:1,5 homojenat: t-biitanol oraninda elde edildigi

belirlendi.
20 . 1,8
18 1 1,6
16 = 114 %
14 5 3
- 4 1,2 2
%12 o % {1 ﬁ
10 oo o
= i S - E
ger L \ 0o o
4 N N 1047
R T v
2 R 4 02
0 - - 0
1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-bitanol (v:v)
B Verim (alt faz) (%) =3 Verim (ara faz) (%)
—e— Saflastirma katsayisi (alt faz) —o=— Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 4.5. Amilaz enziminin saflastirilmasinda, %20 amonyum siilfat doygunlugu ve farkli
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.6. Amilaz enziminin saflastirilmasinda, %30 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Enzim:t-bitanol (v:v)

B Verim (alt faz) (%) =3 Verim (ara faz) (%)
—e— Saflastirma katsayisi (alt faz) —o=— Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 4.7. Amilaz enziminin saflastirilmasinda, %40 amonyum siilfat doygunlugu ve farkli
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.8. Amilaz enziminin saflastirilmasinda, %50 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflagtirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.9. Amilaz enziminin saflastirilmasinda; %60 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.10. Amilaz enziminin saflagtirilmasinda, %70 amonyum siilfat doygunlugu ve farkli
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflagtirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.11. Amilaz enziminin saflagtirilmasinda, %80 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat: t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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4.7.2. Amilaz Enziminin Saflastirilmasinda TPP Sistemine pH’nin Etkisi

incelenmesi

TPP isleminde en uygun tuz %30 tuz konsantrasyonu ve 1,0:1,5 oraninda t-biitanol
belirlendikten sonra farkli pH degerlerinde islemler tekrarlandi. En iyi saflagtirmanin pH

7,0°de oldugu belirlendi (Sekil 4.12).

35,00 r 1 8,00
30,00 | 1 7,00
4 @
25,00 } 6,00 2
5]
) 4 500 =
X 20,00 | 5
E 4 4,00 g
@z 1500 =
> 4 3,00 %
[y
10,00t 1200 %
v
2,00 { 100
0,00 0,00
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH
[ VVerim (orta) (%) —e— Saflagtirma katsayisi (orta faz)

Sekil 4.12. Amilazin saflagtirllmasinda pH’nin saflagtirma katsayisina ve verime etkisi

4.7.3. Amilaz Enziminin Uclii Faz Yontemiyle Saflastirma Sonuclari

Saflastirilan amilaz enzimi TPP islemiyle %30 (w/v) amonyum siilfat, 1,0:1,5 (v/v)
homojenat: t-biitanol orani ve pH 7,0’de enzim %32,84°lik verimle 7,23 kat ara fazda elde

edildikten sonra saflastirma tablosu olusturuldu.
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Cizelge 4.4. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin saflastirma
tablosu

Total Aktivite  Protein Total Total Spesifik
Basamak  Hacim Aktivite  Protein  Aktivite %  Saflastirma
Verim  katsayisi
(mL) (EU/mL) (mg/mL) (EV) (mg) (EU/mg)
Homojenat 2 93,02 21,12 186,04 42,24 4,4 100 1
TPP-Alt
Faz 2 5,08 19,53 10,16 39,06 0,26 5,46 0,05
TPP-Ara
Faz 2 30,55 0,96 61,1 1,92 31,82 32,84 7,23

4.7.4. SDS-PAGE ile Amilaz Enziminin Saflik Kontrolii ve Molekiil Kiitlesinin
Tayini

B. licheniformis OSBS6 susundan iiglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan amilaz
enziminin SDS-PAGE yontemiyle safligi kontrol edildi. Standart proteinlerin ve
enzimlerin jelde yiiriidiikleri mesafeler olgiilerek Rt degeri hesaplandi. Log Ma-R¢
degerleri ile ¢izilen grafik kullanilarak amilaz enziminin molekiil kiitlesi 56,65 kDa

olarak hesaplandi (Sekil.4.13)

2,5 -
y=-1,159x+ 2,329
RZ = 0,9869
2 -
«15 1
=
g
— 1 -
05
0 T T T T T T 1
0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

R,

Sekil 4.13. SDS-PAGE sonucuyla olusturulan Log Ma-Rs grafigi
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— 180 kDa
— 130 kDa

— 100 kDa

— 70kDa

Amilaz OSBS6

~56,65kDa — 50kDa

——» 40kDa

Sekil 4.14. B. licheniformis OSBS6’dan tiglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan amilaz
enziminin SDS-PAGE goriintiisii

1-Orta Faz, 2- Homojenat, 3- Alt Faz, 4- Marker

4.7.5. Amilaz Enzimi I¢cin Optimum pH ve Stabil pH Incelenmesine Yénelik

Sonuglar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflagtirilan amilaz enziminin optimum pH ve stabil
pH’sin1 bulmak i¢in farkli tsampon ¢ozeltileri kullanilarak grafik olusturuldu. Amilaz
enziminin pH 9,0’de en iyi stabiliteye sahip oldugu belirlenirken pH 6,0-7.0 aktivitesini
korudugu belirlendi.

Cizelge 4.5. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin optimum pH’sin1
belirlemek i¢in olusturulan bagil aktivite ¢izelgesi

pH 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110

Bagil Aktivite

(%) 52,1 59,1 67,1 693 712 873 857 898 812 941 100 895 87,2 83,7 854
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Sekil 4.15. Amilaz enziminin optimum pH grafigi

Cizelge 4.6. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin stabil pH’sini
belirlemek i¢in olusturulan kalan aktivite ¢izelgesi

pH 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10,0 105 11,0
Klﬂ?\?ite 42,4 58,155,4651 79,6 100,2 106,4 75,8 80,38 852 88,68 88,2 92,6 88,4 84,6
(%)

120 -

100 -

80 A

Bagil Aktivite (%)
3

0 T T T T T T T T 1
3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 90 10,0 11,0 12,0

pH

Sekil 4.16. Amilaz enziminin stabil pH grafigi
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4.7.6. Amilaz Enzimi I¢cin Optimum ve Stabil Sicakliklarin Incelenmesine Yonelik

Sonuclar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin optimum sicaklik ve
stabil sicakliklar1 belirlendi. Enzimin optimum sicakligini belirlemek i¢in 20°C’den
90°C’ye yapilan sicaklik denemeleri grafikle gosterildi. Sonuglar incelendiginde B.
licheniformis OSBS6 susundan elde edilen amilaz enziminin optimum sicakligr 70°C

olarak belirlendi.

Cizelge 4.7. B. licheniformis OSBS6’dan saflagtirilan amilaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek i¢in olusturulan bagil aktivite ¢izelgesi

Sicakhik 20°C 30°C 40 °C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C

Bagil 65,12 75,52 77,95 89,08 83,43 100,00 97,12 79,53
Aktivite (%0)
100 -
;\5‘ 90 ~
<
E 80
é 70 -
=T 1]
=
a 60 -
50 T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sicaklik (°C)

Sekil 4.17. Amilaz enziminin optimum sicaklik grafigi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin stabil sicakligini

belirlemek amaciyla 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicaklik araliginda farkli inkiibasyon



69

stirelerinde (30, 60, 90 ve 120 dk) aktivite tayinleri yapildi. Enzimin verilen tiim sicaklik
araliklarinda iki saat inkiibasyon sonunda sicaklik arttik¢a aktivitesinin azaldig tespit

edilirken 50-60°C arasinda aktivitesini en iyi korudugu gozlendi.

Cizelge 4.8. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin stabil sicakligini
belirlemek i¢in olusturulan sicaklik zaman grafigi

Inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktivite

Siire
(dk)  20°C 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C

30 88,18 85,43 87,12 85,41 89,15 73,14 74,82 68,25

60 79,43 87,93 85,21 92,14 97,59 67,37 62,36 51,19

90 77,47 80,56 83,14 98,12 90,84 69,12 51,13 63,72

120 76,28 82,15 75,72 86,29 86,29 53,29 56,34 47,32

120
100 —e—20°C
S s +—30°C
P = 40°C
g 60 50°C
= 60°C
=
S a0
= o—70°C
o
—=—30°C
20 A
—+—90°C
0 T T T T T T T
0O 15 30 45 60 75 90 105 120
Siire (dK)

Sekil 4.18. Sicakligin amilaz enzim kararlilig1 {izerine etkisi
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47.7 Bam Metal Iyonlarmin Amilaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisinin

incelenmesine Yonelik Sonuglar

Metal iyonlarimin amilaz enzimi aktivitesi {izerine etkisinin belirlemek i¢in 1mM,5mM
ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda Fe?*, Mg?*, Ca?*, Zn?*, Co?*, Mn?* ve K*metal iyonlar
kullanilarak elde edilen sonuglar verildi. Genel olarak K varliginda iyonlar1 az da olsa
amilaz enziminin aktivitesini artirirken Ca®*, Mg?* iyonlar1 amilaz enzimin aktivitesini
korudugu; Fe** ve Zn?* iyonlarinin ise enzim aktivitesini sirasiyla %7 ve %9 oranina

diisiirdiigii 10 mM konsantrasyonda Co?* ‘nin tamamen inhibe ettigi belirlendi.

Cizelge 4.9. Amilaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlari 1 Mm 5 Mm 10 Mm
Kontrol 100+0,00 100+0,00 100+0,00
Fe?* 37,32+ 2,702 16,03+ 5,559 7,500+ 2,392
Mg?* 99,66+ 2,985 95,95 +4,039 95,00+ 2,963
Ca?* 98,41+ 5,011 98,99+ 2,219 76,3 £ 3,646
Zn% 28,50+ 5,016 13,252,559 9,63 +£2,387
Co? 16,82+ 3,214 9,467+ 2,002 0,000
Mn?2* 28,43+ 3318 20,36+2,070 12,55+ 2,496

K+

100,7+ 4,337

102,6+ 3,489

108,7+ 6,762
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Sekil 4.19. Bazi metal iyonlarinin proteaz aktivitesi lizerine etkisinin incelenmesi
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4.7.8. Bazi inhibitorlerin Amilaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Etkisinin incelenmesine

Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimine inhibitorlerin etkisini
belirlenmesi igin 1-10 mM’lik konsantrasyonlarinda EDTA, DNTB, PMSF ve %1 -5’lik
B-Merkaptoetanol kullanildi. Bu sonuglara gére 10 mM’lik EDTA amilaz enzimini
tamamen inhibe ettigi; 10 mM’lik DNTB ve 1 mM’lik PMSF enzim aktivitesini artirdigi
10 mM’lik PMSF ve B-Merkaptoetanol enzim aktivitesini diistirdiigii belirlendi.

Cizelge 4.10. B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimi {izerine
inhibitorlerin etkisi

Inhibitorler 1 Mm 10 mM
Kontrol 100+0.00 100+0.00
EDTA 80,43+3,683 0
DTNB 97,86+ 5,213 103,6 = 3,193
PMSF 102,6+ 4,011 55,85+ 2,240
Inhibitor %1 %5
B-Merkaptoetanol 65,80+3,643 37,71£2,763
150
— ns ns ns
= s
2L 100 =
:E - / * Kk Kk
E Z E o S S
<C %
£ so- -
= % I
_ |
o- Z |
& SN S

Sekil 4.20. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimi tizerine inhibitorlerin
etkisi
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4.79. Bazm Organik Coziiciilerin Amilaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisini

incelemesine Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enzimi iizerine metanol, etanol,
aseton, izopropanol ve gliserol gibi organik ¢Oziicilerin = %10-%20’lik
konsantrasyonlarda 1 saatlik inkiibasyon siiresince etkisi incelendi. Her iki konsantrasyon
degerinde de metanol ve gliseroliin enzim aktivitesini arttiric1 bir etkiye sahip oldugu
belirlendi. Tim sonuglar degerlendirildiginde organik ¢6ziiciilerin varliginda %70

oranina kadar enzimin aktivitesini korudugu tespit edildi.

Cizelge 4.11. Amilaz enziminin organik ¢oziiclilerdeki 1 saat inkiibasyon sonundaki
sonugclari

Organik coziiciiler %10 %:20
Kontrol 100£0.00 100+00
Metanol 93,54+ 4,227 102,5+ 4,068
Etanol 87,72+ 0,955 80,10+ 2,979
Aseton 81,23+ 6,156 73,99+ 4,327
izopropanol 86,32+ 5,492 71,70+ 3,880
Gliserol 91,13+ 2,413 105,43+ 2,423
150

<) ns

s ns e ns ns NS

2 100+ -

= —

= —

<C —

S 50+ =

G —

= =

Sekil 4.21. Amilaz enziminin organik coziiciilerdeki 1 saat inkiibasyon sonundaki
sonuglar1



74

4.7.10. Amilaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Yiizey Aktif Maddelerinin ve Okside

Edici Ajaninin Etkisinin Incelenmesine Yonelik Sonuglar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enzimine yiizey aktif maddelerin
ve okside edici ajan olan H2O>’nin etkisini belirlemek amaciyla %1-5’lik hazirlanan SDS,
H20., Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 kullanildi. Deney sonuglari grafik haline
getirildi. Tim yiizey aktivite maddeleri ve okside edici ajan %1’lik konsantrasyonda
enzim aktivitesini korudugu Tween-80 ise enzim aktivitesini artirdigi belirlendi. Genel
olarak kullanilan maddelerinin konsantrasyonu arttik¢a enzim aktivitesinin diisiirdigii

tespit edildi.

Cizelge 4.12. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimine yiizey aktif
maddelerin ve okside edici ajanin etkisi

Yiizey aktif maddeler %1 %5
Kontrol 100+0.00 100+0.00 0
Tween-20 80,17+3,211 54,68+5,752
Tween-80 102,1+£2,579 77,03+£5,796
Triton-X-100 87,80+5,92 58,26+5,608
SDS 92,02+2,478 64,34+9,052
Okside edici ajan %1 %5
H.0, 94,00+ 4,382 63,18+ 4,244
150
) ns e
£ 100+ o Ty *
=
= * * .
= Z
< _ / K
t_B 50 % | 1
© / i
N2 % |
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Z |
0_ T T T =
>
R AR AT
S ST ST ST SIS SL P
000 000 e?}\ e?}\ & S
AT 2 &°

Sekil 4.22. B. licheniformis OSBS6’dan saflagtirilan amilaz enzimine yiizey aktif
maddelerin ve okside edici ajanin etkisi
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4.7.11 B.licheniformis OSBS6’dan Saflastirilan Amilaz Enzimin Dogal Substratlara

Olan Ozgiinliigiiniin Incelenmesine Yonelik Sonuglar

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin patates nisastasi, piring
nisastasi, bugday nisastasi, amiloz ve maltotrioz gibi subsratlar varliginda aktivitesine
bakildi. Enzim en yiiksek aktiviteyi patates nisastasinda (%100) subsrat igin gosterdigi
diger subsratlara kars1 6zglinliigii sirasiyla piring nisastasi (%93), bugday nisastasi (%87),

maltotrioz (%45) ve amiloz (%34) oldugu belirlendi.

Cizelge 4.13. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin subsratlara olan
Ozginligi

Dogal subsratlar (%2 w/v) Bagil aktivite %100
Patates Nisatasi 100

Pirin¢ Nisastasi 93

Bugday nisastasi 87

Maltotrioz 45

Amiloz 34

4.7.12. Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

B. licheniformis OSBS6’dan tiglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan amilaz enziminin
patates nisastasi substratiyla elde edilen aktivite sonuglarindan yararlanilarak
Lineweaver-Burk grafigiyle Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu grafikten yararlanilarak
patates nisasta substrat1 i¢in Km 5,18 mg/mL ve Vmax degeri 0,0604 pmol.ml.dk* olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.23. Patates nisastas1 substratiyla elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

4.7.13. Proteaz Enziminin TPP Sistemiyle Amonyum Siilfat ve Organik Cozgen

Oraninin Incelenmesi

Saflastirilan amilaz enziminin %20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80 farkl
ammonyum siilfat oranlariyla ve 1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:1,2 farkli homojenat: t-
biitanol orani ile elde edilen sonuglarla % verim ve saflagtirma katsayisina karsi grafikler
olusturuldu. Grafikler incelendiginde; saflastirilan proteaz enziminin en iyi % verim ve

saflastirma katsayis1 %70 amonyum siilfat ve 1,0:1,5 homojenat: t-biitanol oraninda alt

fazda elde edildigi belirlendi.
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Sekil 4.24. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %20 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime

etkisi
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Sekil 4.25. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %30 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.26. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %40 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.27. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %50 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.28. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %60 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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1,0:0,5 1,0:1,0 1,0:1,5 1,0:2,0
Enzim:t-biitanol (v:v)

B Verim (alt faz) (%) Verim (ara faz) (%)

—e&— Saflastirma katsayisi (alt faz) —O0— Saflastirma katsayisi (ara faz)

Sekil 4.29. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %70 amonyum siilfat doygunlugu ve farkl
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi
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Sekil 4.30. Proteaz enziminin saflastirilmasinda; %80 amonyum siilfat doygunlugu ve farkli
homojenat:t-biitanol oraninin (1,0:0,5; 1,0:1,0; 1,0:1,5; 1,0:2,0) saflastirma katsayisina ve verime
etkisi

4.7.14. Proteaz Enziminin Saflastirilmasinda TPP Sistemine pH’nin EtKkisi

TPP isleminde en uygun tuz %70 tuz konsantrasyonu ve 1,0:1,5 oraninda t-biitanol
belirlendikten sonra farkli pH degerlerinde islemler tekrarlandi. En iyi saflastirmanin pH

6,0°da oldugu belirlendi. (Sekil 4.31).

100,00 f 4 16,00
90,00 14,00
80,00 _
12,00 £
70,00 >
w
& 60,00 1000 &
E 50,00 8,00 g
< 40,00 600 &
30,00 =
400 &
20,00 v
10,00 2,00
0,00 0,00
3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH
B Verim (alt faz) (%) —e— Saflastirma katsayisi (alt faz)

Sekil 4.31. Proteazin saflastirilmasinda TPP sistemine pH nin etkisi
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4.7.15. Proteazin Uclii Faz Yontemiyle Saflastirma Sonuclar

Saflagtirilan amilaz enzimi TPP islemiyle %70 (w/v) amonyum siilfat, 1,0:1,5 (v/v)
homojenat: t-biitanol oran1 ve pH 6,0’da enzim %87,65’lik verimle 13,33 kat alt fazda

elde edildikten sonra saflastirma tablosu olusturuldu.

Cizelge 4.14. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteazin enziminin saflagtirma
tablosu

Total Aktivite  Protein Total Total Spesifik 0
Basamak  Hacim Aktivite  Protein Aktivite Veﬁm Si‘{ﬂi‘st"ma
(mL) (EU/mL) (mg/mL)  (EU) (mg) (EU/mg) atsayist
Homojenat 2 23,82 7,14 47,64 14,28 3,33 100 1
TPP-Alt
Faz 2 20,86 0,47 41,76 0,94 44,42 87,65 13,33
TPP-Ara
Faz 2 2,64 6,02 5,28 12,04 0,43 11,08 0,12

4.7.16. SDS-PAGE Iile Proteaz Enziminin Saflik Kontrolii, Molekiil Kiitlesinin

Tayini ve Zimogram Analizi

B. licheniformis OSBS6 susundan {iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz
enziminin SDS-PAGE yontemiyle safligt kontrol edildi. Standart proteinlerin ve
enzimlerin jelde yiiriidiikleri mesafeler olclilerek Rf degeri hesaplandi. Log Ma-Rs
degerleri ile ¢izilen grafik kullanilarak amilaz enziminin molekiil agirlig1 37,87 kDa

olarak hesaplandi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.32. SDS-PAGE sonucunda olusturulan Log Ma-R¢ grafigi

B

1 2 3 4

130 kDa
100 kDa

70 kDa

50 kDa

Proteaz 40 kDa
OSBS 6 35kDa

~ 35,87 kDa 25kDa
15 kDa

Sekil 4.33. B. licheniformis OSBS6’dan TPP islemiyle elde edilen proteaz enziminin Zimogram
ve SDS-PAGE goriintiisii
A-Zimogram, 1-Alt Faz, 2-Homojenat, 3-Orta Faz, 4-Marker




83

4.7.17. Proteaz Enzimi i¢in Optimum ve Stabil pH Incelenmesine Yénelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin optimum pH ve stabil
pH’sin1 bulmak i¢in pH (6,0-11,0) araliklarinda tampon ¢ozeltiler kullanilarak enzim
aktivitesi Ol¢iildii. Proteaz enziminin pH 10,0’da en iyi aktiviteye sahip oldugu
belirlenirken, enzimin aktivitesini pH 10,0°da %93 oraninda, pH 8,0-11,0 araliginda ise

aktivitesini ortalama %80’nin tizerinde korudugu belirlendi.

Cizelge 4.15. B. licheniformis’dan TPP sistemiyle saflastirilan proteaz enziminin
optimum pH sonuglari

Ph 6,0 6,5 7,0 75 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 105 11,0
Bagil Aktivite
(%0) 825 87,9 85,4 88,9 835 84,7 894 946 100 97,8 95,3
100 -
90 -
9 80 -
.*f-:' 70 |
é 60 -
8 50 A
40 -
30 : : : . : ,
5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

Sekil 4.34. Proteaz enziminin optimum pH grafigi
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Cizelge 4.16. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin stabil pH’Sini
bulmak i¢in olusturulan kalan aktivite ¢izelgesi

pH 6,0 6,5 7,0 75 80 85 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0
Kalan

Aktivite 75,6 81,08 73,03 7596 80,38 858 88,68 8824 92,68 86,46 87,12
(%)

120 -

Kalan Aktivite (%)
5 B

5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0 11,0
pH

Sekil 4.35. Saflastirilan proteaz enziminin farkli pH’larda stabilitesi
4.7.18. Proteaz Enzimi Uzerine Optimum ve Stabil Sicakhgimin Etkisinin Sonuclari

Saflastirilan proteaz enziminin optimum ve stabil sicakliklarini belirlemek i¢in Enzimin
optimum sicakligini belirlemek amaciyla 20°C ile 90°C arasindaki sicakliklar denendi.
Sonuglar incelendiginde B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin

optimum sicaklig1 60°C olarak belirlendi.

Cizelge 4.17. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin optimum
sicakligini belirlemek i¢in olusturulan bagil aktivite ¢izelgesi

Sicakhk 20°C 30°C 40 °C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C
Bagil
Aktivite (%) 86,57 84,09 83,50 95,33 100,00 92,99 8248 77,96
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Sekil 4.36. Proteaz enziminin optimum sicaklik grafigi

B. licheniformis OSBS6 susundan saflagtirilan proteaz enziminin stabil sicakligini

belirlemek amaciyla 20°C’den 90°C’ye kadar olan sicaklik araliginda farkli inkiibasyon

stirelerinde (30, 60, 90 ve 120 dk) aktivite tayinleri yapildi. Enzimin verilen tiim sicaklik

degerlerinde aktivitesinde ciddi bir azalma meydana gelmezken belli sicakliklarda

aktivitesinin arttig1 50°C’de 90 dk inkiibasyonun sonunda iaktivitesini en yiiksek oldugu

gbzlendi.

Cizelge 4.18. B. licheniformis OSBS6’dan TPP sistemiyle saflastirilan proteaz enziminin
stabil sicaklig1 belirlemek igin sicaklik zaman ¢izelgesi

Inkiibasyon Sonrasinda Kalan Aktivite

(SC;l I:)e 20°C 30°C 40°C 50°C 60°C 70°C 80°C 90°C
30 93,12 95,51 97,81 97,13 99,45 93,4 94,38 98,25
60 91,68 93,23 90,35 103,34 97,92 92,87 102,26 101,19
90 98,17 89,68 93,41 108,87 100,79 99,18 101,14 103,28
120 90,41 92,25 104,5 102,39 96,27 88,36 97,83 96,54
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Sekil 4.37. Saflastirilan proteaz enziminin Sicaklik zaman grafigi

4.7.19. Proteaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Metal Iyonlarimin Etkisinin

incelemesine Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzimine metal iyonlarinin etkisini
belirlemek icin, 1, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonlarda Mg?*, Mn?*, Fe?*, Zn?*, Co?", Li?*,
Ca?* ve K' metal iyonlar1 muamele edildi. ImM’lik konsantrasyonda Ca?* ve Co?*
iyonlar1 disinda diger metal iyonlarinin varliginda enzimin aktivitesini yiiksek kararlilikta
korudugu gozlemlendi 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda Mn?* iyonu varliginda enzim
aktivitesinde dnemli bir artis oldugu gozlendi. 10 mM konsantrasyonda Co?* iyonlari

%46’a kadar enzim aktivitesini diisiiriirken Fe?" iyonlar1 ise %39’a kadar diisiirdiigii

belirlenmistir.
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Cizelge 4.19. Proteaz enzim aktivitesi lizerine bazi1 metal iyonlarinin etkisi

Metal iyonlar: 1 Mm 5Mm 10 mM
Kontrol 100 £ 0,00 100=+0,00 100+0,00
Fe2* 93,55+ 6,007 59,55+ 2,458 39,58+ 2,011
Mg?* 107,4+ 0,6383 115,8+ 4,047 93,16+ 3,230
Ca?* 86,43+ 1,244 86,23+ 1,452 84,33+ 1,136
Zn?* 96,60+ 7,165 93,39+ 1,314 91,16 £3,016
Co? 55,011,433 44,73+ 2,346 45,99+ 3,508
MnZ* 98,39+ 0,6609 154,8+ 3,106 196,6+ 6,467
Li2* 84,94+ 1,516 78,27+ 0,666 71,22 +£3,223
K* 85,59 £ 1,868 97,87+ 0,811 92,58 £ 5,53
150
—d *kk
§ *x . ** ns
= 100- = wowex T
=
E E +* %k KKk
<C
S 50-
©
x -
0 = T % T T T
> 0 L0 A A e a X
<O * x x % x x N <+

Sekil 4.38. (devam)

1 mM Metal iyonlar
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Sekil 4.38. Proteaz enzim aktivitesi lizerine baz1 metal iyonlarinin etkisi

4.7.20. Proteaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazi Inhibitorlerin Etkisinin

Incelenmesine Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimine inhibitor etkisinin belirlemek
icin 2-5 mM’lik konsantrasyonlarinda EDTA, PMSF, DNTB, IAA ve %1 -5’1ik oraninda

B-Merkaptoetanol kullanildi. Bu sonuglara gore, metalloenzim inhibitorii olan EDTA her
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iki konsantrasyonunda da proteaz enzimini tamamen inhibe ettigi; B-Merkaptoetanol
2mM’lik konsantrasyonda enzim aktivitesini %18’e kadar disirdigi, 5 mM’lik
konsantrasyonda ise tamamen inhibe ettigi; serin proteaz inhibit6rii olan PMSF ise her iki
konsantrasyonda enzim aktivitesini artirdigi; histidin proteaz inhbitorii olan IAA 2 mM
konsantrasyonda enzim aktiviesini artirirken 5 mM konsantarasyonda enzim aktivitesini
%85’e kadar diistiigii; sistein proteaz inhibitori DNTB ise 2 mM’lik konsantrasyonda
enzim aktivitesini %99 a kadar korurken 5 mM’lik konsantrasyonda %88’e kadar diistiigii
gozlendi. EDTA’nin enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi belirlendiginden enzimin

metalloenzim oldugu belirlendi.

Cizelge 4.20. B.licheniformis OSBS6’dan elde edilen proteaz enzimi iizerine
inhibitorlerin etkisi

Inhibitérler 2 Mm 5Mm
Kontrol 100+0.00 100+0.00
PMSF 192,0+ 9,757 139,5+ 1,849
DTNB 99,63+ 3,631 88,50+ 5,025
EDTA 0 0

IAA 112,2+ 8,639 86,86+ 5,819
Inhibitor %1 %5

B-Merkaptoetanol 18,15+ 3,238 0
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Sekil 4.39. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimi inhibitorlerin etkisi

4.7.21. Bazm Organik Céziicillerin Proteaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisine

Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzimi iizerine metanol, etanol,
aseton, DMSO, t-biitanol, izopropanol gibi organik c¢oziiciilerin %15 ve %50’lik
konsantrasyonlarda 1 ve 24 saatlik inkiibasyon siiresince etkisine bakildi. 1 saatlik ve 24
saatlik inkiibasyon sonunda enzimin aktivitesinde ciddi bir inhibisyon gozlenmezken

genel olarak organik ¢oziiciilerle aktivitesi %77’ 1lere kadar korumustur.
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Cizelge 4.21. Proteaz aktivitesi iizerine bazi organik ¢oziiciilerin 1 saatlik inkiibasyonu
sonunda etkisi

Organik coziiciiler %15 %50
Kontrol 100+0.00 100+0.00
Metanol 84,36+ 2,379 85,85+ 5,068
Etanol 94,7+ 6,07 92,19+ 6,943
Aseton 84,3+ 3,43 82,32+ 4,869
DMSO 89,30+ 1,944 97,75+ 1,587
Biitanol 86,68+ 4,284 96,05+ 7,673
Izopropanol 83,15+ 3,497 77,30+ 4,621

Cizelge 4.22. Proteaz aktivitesi lizerine bazi organik ¢oziiciilerin 24 saatlik inkiibasyonu
sonunda etkisi

Organik coziiciiler %15 %50
Kontrol 100+0.00 100+00
Metanol 84,24 + 7,709 77,18+ 4,982
Etanol 80,49+ 4,797 84,02+ 3,106
Aseton 91,54+ 1,872 83,20+ 1,059
DMSO 94,99 + 6,925 91,12+ 2,157
Biitanol 90,05+ 4,269 86,57 + 8,89

Izopropanol

84,64+ 4,893

81,43+ 9,580
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Sekil 4.40. Proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 1 saat inkiibasyon sonunda etkisi
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Sekil 4.41. Proteaz enziminin organik ¢oziiciilerdeki 24 saat inkiibasyon sonundaki etkisi
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4.7.22. Proteaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Yiizey Aktif Maddelerinin ve Okside

Edici Ajaninin Etkisinin Incelenmesine Yonelik Sonuglar

B.licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzimine yiizey aktif maddelerin
ve okside edici ajan olan H2O; etkisini belirlemek amaciyla %1-51ik konsantrasyonlarda
SDS, Tween-20, Tween-80, Triton-X-100 ve H20z kullanildi. %]1’lik SDS enzim
aktivitesinde ciddi bir inhibisyon gozlenirken bir aktivite kaybi gézlenirken %1°lik H20:
Tween-80 ve okside edici ajan olarak kullanilan H2O; varliginda enzimin akitivitesini
%97’ye kadar korudugu tespit edildi. Kullanilan yiizey maddelerinin konsantrasyonu
arttikga enzimin aktivitesini daha fazla etkiledigi tespit edildi. %5°lik Tween-20’nin ve

SDS’in enzimin aktivitesinin tamamen inhibe ettigi gozlendi.

Cizelge 4.23. Yiizey aktif maddelerin ve okside edici ajanin B.licheniformis OSBS6’dan
saflastirilan proteaz enzimi lizerine etkisi

Yiizey aktif maddeler %1 %5

Kontrol 100+0.00 100+0.00 0
Tween-20 78,51+ 1,765 0

Tween-80 93,85+ 8,489 48,56 £ 8,121
Triton-X-100 72,91+ 7,227 22,94+ 5,674
SDS 16,60 + 2,478 0

Okside edici ajan

%5

H20:

97,92+ 6,343

87,92+ 6,436
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Sekil 4.42. B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimi iizerine ylizey aktif
maddelerin ve okside edici ajanin etkisi

4.7.23. B.licheniformis OSBS6’dan Saflastirllan Proteaz Enziminin Dogal

Substratlara Olan Ozgiilliigiiniin Incelenmesi Yonelik Sonuclar

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin kazein, azokazein,
hemoglobin, jelatin ve BSA substratlarinin enzim aktivitesi iizerine etkisine bakildi.
Enzimin aktivitesi sirasiyla kazeinde (%100) gosterdigi daha sonra azokazein (%78),
hemoglobin (%57), BSA (%28) ve jelatin (%12) olarak belirlendi.

Cizelge 4.24. B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin dogal
subsratlara kars1 6zgiilliigi

Dogal subsratlar (%0,65 w/v) Bagil aktivite %100
Kazein 100

Azokazein 78

BSA 28

Jelatin 12

Hemoglobin 57




96

4.7.24. Kmve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik Sonuglar

B. licheniformis OSBS6’dan iglii faz ayirma yontemiyle saflastirilan proteaz enziminin
kazein substratiyla elde edilen aktivite sonuglarindan yararlanilarak Lineweaver-Burk
grafigiyle Km ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu grafikten yararlanilarak kazein substrati
icin 5,76 Km mg/mL ve Vmax degeri 27,10 umol.mL*.dk? olarak hesaplandi.

022 -
E
= 0,18
'é‘ ¥ =0.,2127x+0,0369
T 014 - R?=0.9857
=
Z
E 0,1 4
0,06 -
mwr \J2 T T T T T 1
-0,1 0,1 03 05 07 0,9 1,1
1/[S](mg/mL)"

Sekil 4.43. Kazein substratiyla elde edilen Lineweaver-Burk grafigi

4.7.25. B.licheniformis OSBS6’dan Saflastirilan Proteaz Enzimin Aktivitesi Uzerine

Ticari Deterjanlarin Etkisinin incelemesine Yonelik Sonuclar

B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimi {izerine bazi ticari deterjanlarin
etkisi incelendi. Bu deterjanlardan enzim aktivitesini ABC hari¢ digerlerinin artirdigi

belirlendi.
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Sekil 4.44. B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimi {iizerine ticari
deterjanlarin etkisi
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda cesitli su kaynaklaridan izole edilmis bakterilerden petri
denemesiyle hem amilaz hem proteaz aktivitesine sahip olan suslar tespit edildi. Zon ¢ap1
dikkate alindiginda sicak su kaynagindan izole edilmis termofilik OSBS 6 susunun en 1yi
enzim aktivitesine sahip oldugu tespit edildi. Bu tez ¢aligmasinda ¢esitli su kaynaklaridan
izole edilmis bakterilerden petri denemesi yapilarak hem amilaz hem proteaz aktivitesine
sahip olan suslar tespit edildi. Zon ¢ap1 dikkate alindiginda sicak su kaynagindan izole
edilen termofilik OSBS6 susunun enzim aktivitesinin yiiksek oldugu belirlendi. Tez
calismasi boyunca OSBS6 susu kullanildi. OSBS6 susunun 16S rRNA tiir diizeyinde
analizi yapilarak B. licheniformis susuyla %99 benzerlik gosterdigi tespit edildi.
Biyokimyasal testlerle de desteklendi. Endiistride amilaz ve proteaz enzimi en ¢ok
Bacillus suslarindan tercih edilir. Tiir belirlendikten sonra TPP yontemiyle amilaz enzimi
saflastirildi. B. licheniformis OSBS6’dan TPP yontemiyle amilaz enzimi %30
ammonyum siilfat orani, 1,0:1,5 homojenat: t-biitanol, pH 7,0’de, %32,84 verimle 7,23
kat ara fazdan saflastirildi. Literatiirde amilazin saflagtirllmasina kromotografik
yontemlerle Ornek olarak; Bacillus subtilis KIBGE HAS’dan amilaz enzimini
saflagtirmak i¢in ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon ¢oktiirmesi
yontemi kullanilarak 13011 U/mg spesifik aktiviteyle ve 96,3 kat saflastirildigi
bildirilmigtir. Bacillus subtilis’ten amilaz1 saflagtirmak i¢in ammonyum siilfat
coktlirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel kromatografisi yontemleri kullanilarak iki
farkli tip amilaz enzimleri sirasiyla %8 ve %4 verimle 15,93 ve 6,44 kat saflastirildigi
bildirilmistir (David et al. 2017). TPP yontemi olarak ise B. amiloliquefaciens, bugday
tohumu ve domuz pankreasindan a-amilaz enzimi TPP’nin bir ¢esidi olan MLPTPP
yontemiyle homojenatlara alginat ester eklendikten sonra %20 (w/v) ammonyum siilfat,
1,0 :1,0 homojenat: t-biitanol oraninda 37°C’de 1 saat inkiibe edildigi belirtilmistir. Ust
fazda t-biitanol ara fazda alginat ester alt fazda ise enzimlerin toplandigi; amilaz enzimi
Bacillus amiloliquefaciens susundan %74 verimle 10 kat; domuz pankreasindan %74
verimle 10 kat; bugday tohumundan ise %77 verimle 55 kat saflastirildig bildirilmistir
(Mondal et al. 2003).B. licheniformis OSBS6 susundan TPP yontemiyle saflastirilan
amilaz enziminin ara fazda kalmis ve SDS-PAGE’de tek bant olarak belirlendi.
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Saflagtirilan amilaz enziminin molekil kiitlesi yaklagik 56,65 kDa olarak hesaplandi.
Literatiirde saflastirilan amilaz enzimlerin amilazin molekiiler agirligi 10-210 kDa
arasinda degisir. B. licheniformis B4-423 susundan saflastirilan amilaz enziminin SDS-
PAGE’de molekiil kiitlesinin 58 kDa (Wu et al. 2018); Bacillus mojavensis A21 susundan
saflagtirilan amilaz enziminin 58 kDa (Hmidet et al. 2008); alkalifik bir Bacillus susundan
saflagtirilan amilaz enzimi 53 kDa (Igarashi et al. 1998); Bacillus licheniformis’den
saflagtirilan amilaz enziminin 22,5 kDa (Saito et al. 1973); Bacillus ANT-6 susundan
saflagtirilan amilaz enzimi 94,5 kDa (Burhan et al. 2003); Bacillus IMD 434 susundan
saflastirilan amilaz enzimi 69,2 kDa (Hamilton et al. 1999) oldugu belirlenmistir.

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin optimum pH’s1 9,0
olarak belirlenirken 2 saat inkiibasyondan sonra pH 8,0-11,0 aras1 aktivitesini %40’den
fazlasin1 korudugu belirlendi. B. licheniformis CUMC305°’ten saflastirilan a-amilaz
enziminin optimum pH’s1 9,0 oldugu ve 18 saat inkiibasyondan sonra stabilitesini pH 3,0;
4,0; 5,0; 6,0°da sirasiyla %50, %68, %74, %84; pH 7,0-9,0 arasinda %100; pH 10,0’da
ise %95’e kadar aktivitesini korudugu bildirilmistir (Krishnan and Chandra 1983). B.
licheniformis PN5’ten izole edilen edilen alkalin amilaz pH 4,0-12,0’da aktifken, pH
10°da maksimum aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Saxena et al. 2007). Bacillus TS-
23 susundan elde edilen amilaz enziminin optimum pH’s1 9,0 oldugu tespit edilmistir (Lin
etal. 1998). Bacillus XAL601 susundan saflagtirilan amilaz enziminin optimum pH’sinin
9,0 oldugu belirlenmistir (Lee et al. 1994). B. licheniformis’ten saflastirilan amilaz
enziminin optimum pH’st 9,0; pH 6,0-11,0 arasinda stabilitesini korudugunu
bildirilmistir (Saito et al.1973). B. licheniformis 44MB82-A’dan saflastirilan amilaz
enziminin pH.6,5 ile 8,0 arasinda stabilitesini korudugunu rapor edilmistir (Ivanova et al.
1993). Bacillus A3-15’dan saflagtirilan amilaz enziminin pH 11,0’de optimum aktivite
gosterirken pH 10,0-11,5 arasinda %95’e kadar aktivitesini korudugu belirtilmistir
(Arikan 2008). Bacillus licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin alkalin
pH’ya sahip oldugu belirlendi. pH degeri 8,0'dan yiiksek olan amilazlar, nisasta ve tekstil
endiistrilerinde nisasta sakrifikasyonuna yonelik potansiyel uygulamalara sahiptir ve

ayrica bulasik deterjan1 ve gamasir deterjanlarin bir bilesenidir (Saxena et al. 2007). Bu



100

nedenle B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin alkalin 6zellikte

pek cok endiistriyel alanda kullanim alanina imkan saglamaktadir.

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enzimin optimum sicaklig 70°C
oldugu belirlenirken stabil sicakliginin belirlenmesi i¢in 20-90°C araliginda 30, 60, 90 ve
120. dakikalarda aktivite tayini yapildi. Sicaklik kararliligr sicaklik arttikca enzim
aktivitesi diistirdiigiinii tespit edildi. Literatiire bakildiginda B .licheniformis susuyla pek
¢ok calisma bulunmaktadir. Alkalin termotolerant Bacillus cereus susundan saflastirilan
a-amilaz enziminin optimum sicakliginin 65°C oldugu belitilmistir (Annamalai et al.
2011). B. licheniformis CUMC305’den saflagtirilan a-amilaz enziminin 90°C’de
maksimum aktivite gosterirken 100°C’de ise %91 e kadar aktivitesini korudugunu; stabil
sicakligr ise 60°C ve 70°C’de 3 saat; 80°C’de 90 dk bekletildikten sonra sirayla %91,
%79, %71 aktivitelerini korudugu, 100°C ise 4 saat inkiibasyondan sonra tamamen stabil
oldugu belirtilmistir (Krishnan and Chandra 1983). Bacillus licheniformis B4-423’den
saflagtirilan a-amilaz enziminin 20 °C ile 80 °C sicaklik araliklarinda stabilitesini %90
kadar korudugu gosterilmistir (Wu et al. 2018). B. licheniformis 44MB82-A’ten
saflagtirilan amilaz enzimin optimum sicakliginin 90°C oldugu gdsterilmistir (Ivanova et
al. 1993). Bacillus susundan saflastirilan a-amilaz enziminin optimum sicakliginin 45-
55°C; 90°C de 1 saat inkiibasyondan sonra %100; 60°C de 24 saatlik inkiibasyondan
sonra %40’a kadar aktivitesini korudugu tespit edilmistir (Teodoro and Martins 2000). B.
licheniformis NCIB 6346’dan saflastirilan a-amilazin 85°C de 1 saatlik inkiibasyondan
sonra aktivitesini %98 korudugu bildirilmistir (Morgan et al. 1981). B. licheniformis
ANT-6’den saflastirilan amilaz enzimi 80°C’de maksimum aktivite gosterdigi
bildirilmistir (Burhan et al. 2003). B. licheniformis KSM-1378’den saflastirilan amilaz
enzimi 55°C’de maksimum aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Igarashi et al. 1998).
Literatiire genel olarak bakildiginda ayni cins ¢aligilmasina ragmen sicaklik ve pH profili
genis bir aralikta degismekle birlikte elde edilen sonuglarla termostabil bir enzim
saflagtirildigini gostermektedir. Termofilik mikroorganizmalar (50°C veya {istli optimum
biiyiime sicakligl) ekstremofiller arasinda biiyiik ilgi gdrmiistiir, ¢iinkii termostabil
enzimler amilazlar, seliilazlar, kitinazlar, pektinazlar, ksilanazlar, proteazlar, lipazlar ve

DNA polimerazlar gibi enzimlerin kaynaklaridir. Bu enzimler, yiiksek sicakliklarda
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biyoteknolojik islemler gerceklestirmek igin uygun olabilecek benzersiz 6zellikler
gostermektedir. Ayrica, termofilik enzimler bir¢ok ¢oziiciiye, deterjanlara ve asidik ve

alkalin pH'a kars1 daha kararlidir (Mohammad et al. 2017).

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimi iizerine metallerin etkisine
bakildi. Saflagtirilan amilaz enziminin 10 Mm’lik K™ metal iyonu enzim aktivitesini %8’e
kadar artirdigi, Mg+2 metal iyonu tiim konsantrasyon degerlerinde %95’e kadar
korudugu belirlendi. 1 ve 5 mM’lik Ca+2 metal iyonu enzim aktivitesini %95’e kadar
korudugu, 10 mM’lik konsantrasyonda ise %76’a kadar diisiirdiigii belirlendi. Cu2+,
Zn?*, Fe?*, Co?*, Mn*2 metal iyonlarinin konsantrasyonu arttik¢a enzimi giilii bir sekilde
inhibe ettigi tespit edildi. B.licheniformis CUMC305’ten saflastirilan a-amilaz enzimi
lizerin Na*, Ca?*, and Mg?* iyonlar aktivitesini artirdigmi; Hg?*, Cu?*, Ni?*, Zn?*, Ag",
Fe?*, Co%", Cd?", AI?** ve Mn?* iyonlar ise inhibe ettigini bildirilmistir. (Krishnan and
Chandra 1983). Bacillus licheniformis B4-423’den saflastirilan a-amilaz enzimi tizerinde
5mM’hik K*, Na*, Mg?* and Ca?* aktivitesini artirdigimi, Mn?* ve Ba?* diisiirdiigii ancak
5mM Pb%, Cu?', Fe?*, and Fe3* varliginda giiclii bir sekilde inhibe ettigi bildirilmistir
(Wu et al. 2018). Bacillus licheniformis NH1’den saflastirilan termostabil a-amilazin 2
mM’lik hazurlanan Ca?*, Fe?* and Ba?" metal iyonlar1 enzim aktivitesini diisiirdiigiini,
Mg?* metal iyonu hafif sekilde artirdig1, Hg?* and Zn?* metal iyonlar1 ise enzimi tamamen
inhibe ettigi rapor edilmistir (Hmidet et al. 2008). Bacillus subtilis JS-2004 susundan
izole edilen o-amilazin enzim aktivitesini 2 mM’lik Hg?*, Co%", Cu?" metal iyonlari
giicliice inhibe ettigi; Mg?*, Zn?*, Ni?*, Fe?*, and Mn?" metal iyonlar1 az etkiledigi
belirtilmistir (Asgher et al.2007). B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz

enziminin aktivitesini K" metal iyonlari az da olsa artirdigi tespit edildi.

B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enzimi aktivitesi tizerine bazi
inhibitorlerin etkisinin belirlenmesi amaciyla; 1 mM ve 10 Mm’lik serin spesifik
inhibitori olan PMSF; siilthidril grubu inhibit6rii olan B-merkaptoetanol; sistein spesifik
inhibitorii olan DTNB ve metaloenzim inhibitérii olan EDTA kullanildi. Bacillus
licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enziminin aktivitesini EDTA’nin

tamamen inhibe ettigi, DNTB’nin ise arttirdigi, PMSF ve B-merkaptoetanol’iin ise
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azalttigr tespit edildi. B.licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin
metalloenzim oldugu aktif bolgesinde siilfidril grubu bulundugu ancak sistein grubunun
ise bulunmadig1 soylenilebilir. Bacillus licheniformis NH1’den saflastirilan termostabil
a-amilaz enziminin inhibitor etkisi i¢in sirasiyla 1 mM, 5 mM ve 15 mM’lik PMSF, -
merkaptoethanol and EDTA kullanilarak enzim PMSF ve p-merkaptoethanol de
aktivitesini korurken EDTA’da ise %]17°e kadar aktivitesini azalttigi belirlenmistir

(Hmidet et al. 2008)

B. licheniformis OSBS 6 amilaz enzimi iizerine organik ¢ézgenlerin etkisini belirlemek
icin %10 ve %20’lik konsantrasyonlarinda metanol, etanol, aseton, izopropanol ve
gliserol gibi organik ¢ézgenler kullanildi. %10’1luk metanol, etanol, aseton, izopropanol
ve gliserol varliginda sirasiyla enzim aktivitesini %93, %87, %81, %86, %91 oraninda
korurken %20’luk konsantrasyonda ise sirastyla %102, %80, %70, %71, %105 oraninda
korudugu belirlendi. %20’°lik metanol ve gliserol enzim aktivitesini arttirdigi tespit edildi.
Literatiirde B. licheniformis susuyla ilgili pek ¢ok ¢alisma mevcut olmasina ragmen
enzim tizerine organik ¢6zgenlerin etkisi ile ilgili galisma sinirlidir. Bacillus licheniformis
AI20 susundan saflagtirilan a-amilaz enziminin ethanol, methanol, aseton, izopropanol
ve gliserol gibi ¢dzgenlerin etkisine bakildigi1 %10 konsantrasyonlarda enzim aktivitesini
korudugu %20 lik konsantrasyonda ise hafif bir inhibisyon gosterdigini belirtmistir
(Abdel-Fattah et al. 2012).

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan amilaz enzimine etkisini belirlemek i¢in
yiizey maddelerinden Tween-20, Tween-80, TritonX-100 ve SDS; okside edici ajan
olarak ise H202 kullanildi. Sonuglar incelendiginde %1°lik Tween-80 enzim aktivitesini
artirdigr belirlenirken %1°lik konsantrasyonlarda genel olarak enzim aktivitesini
korudugu %>5’lik konsantrasyonda ise enzim aktivitesini %54’e kadar diislirdiigii
belirlendi. Literatiire bakildiginda, B. mojavensis A21 susundan izole edilen a-amilaz
enziminin Triton X-100, Tween 20 (%5, v/v) and SDS (%1, w/v) varliginda sirayla % 85,
%83 ve %71 oranind aktivitesini koruyabildigini belirtilmistir (Hmidet et al. 2010).
Bacillus TS-23’dan saflastirilan a-amilaz enzimine Tween 80, Triton X-100 ve SDS’in

inhibitor etkisi gosterdigini ancak %0.05 Tween-80 enzimin aktivitesini artirdigi
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bildirmistir (Lin et al.1998). Bacillus licheniformis CUMC-305’ten saflastirilan a-amilaz
enziminin aktivitesini yiizey maddelerinden Tween-80, Triton X-100 ve SDS’in artiriken
SDS’in enzim aktivitesini daha fazla artirdig1 bildirilmistir (Chandra et al.1980) Yiizey
maddeleri ve okside edici ajanlar lekeyi ¢ikarmak ve beyazlatmak i¢in deterjana eklenen
katki maddeleridir. Deterjan endiistrisinde uygulamalara sahip olmasi icin yiizey aktif
maddeleri, selatorler ve okside edici maddeler gibi ¢esitli deterjan bilesenlerine karsi
kararli olmalidir. Deterjan i¢erigindeki katki maddesi ¢esitleri ve miktar1 deterjan endiistri
icin ideal olup olmadigin1 belirlemesine ragmen %1°lik yiizey maddelerinden Tween-20,
Tween-80, TritonX-100 ve SDS; okside edici ajan olarak ise H202 varliginda enzim

aktivitesini korudugu goézlendi.

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan amilaz enziminin patates nisastasi, piring
nisastasi, bugday nisastasi, maltotrioz ve amiloz gibi farkli subsratlar varliginda
aktivitesine bakildi. Amilaz enzimi sirasiyla patates nisastasi (%100), piring nisastasi
(%93), bugday nisastast (%87), maltotrioz (%42) ve amiloz (%34) aktivite gosterdigi
belirlendi. Literatiire bakildiginda; B.licheniformis MTCC 2618 susundan saflastirilan o-
amilazin nisasta, piring tozu, bugday tozu, ragi tozu gibi farkli substrata (nisasta 3.64 U/
mL/ dk, piring tozu 2.93 U/ mL/ dk, bugday tozu 2.67 IU/ mL/ dk, ragi tozu 2.36 1U/
mL/ dk) kars1 aktivitesine bakilmis ve nisastaya en fazla ilgi gosterdigi belirlenmistir.
(Divakaran et al. 2011). B. mojavensis A21 susundan izole edilen a-amilaz enzimine %1
(w/v)’lik patates nisastasi, bugday nisastasi, misir nisastasi, amiloz, amylopektin ve
maltooligosakkarit gibi farkli subsratlarin etkisi sirasiyla %100, %78, %64, %80 ve %117
olarak rapor edilmistir (Hmidet et al. 2010). Bacillus TS-23 susundan saflastirilan a-
amilaz enzimine patates nisastasi, a-siklodekstrin, [B-siklodekstrin, 7y-siklodekstrin,
amilopektin, glikojen, maltoz, maltotrioz, maltotetroz, maltopentoz, maltoheptoz, amiloz
gibi farkli subratlarin varliginda etkisine bakilmis en fazla patates nisastasina 6zgiinliik
gosterdigi belirlenmistir (Lin et al.1998). Enzimin farkli subratlara 6zgiinliik géstermesi

endiistriyel olarak kullanim alanin1 artirir.

Proteaz enzimleri canlinin fizyolojik durumunu korumasinin yanisira endiistride de farkli

rol oynayan benzersiz enzim simiflarini olusturur. Pek ¢ok proteaz enzimi iireticisi olan
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mikroorganizma bulunmasima ragmen sadece birkagi ticari olarak tercih edilir.
Giliniimiizde endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin %50°den fazlas1 protein ve genetik
miihendisligi ile modifiye edilen suslar tarafindan iretilir (Banerjee and Ray 2017).
Mikrobiyal proteazlar, maksimum aktivite gosterdikleri pH degerine gore asidik, notral
ve alkalin olarak smiflandirilir. Bunlar arasinda alkalin proteazlar ¢amasir deterjani,
tekstil, gida isleme, ilag, deri, kagit hamuru endistrisi gibi c¢esitli endiistriyel
uygulamalarda kullanilir (Rai and Mukherjee 2010). Termofilik bakterilerden izole edilen
termostabil enzimler ise sicakliga dayaniliklari nedeniyle ila¢ endiistrisinde tercih
edilmektedir (Panda et al. 2013)

B. licheniformis OSBS6 susundan TPP yontemiyle proteaz enzimi %70 amonyum siilfat
orani ,1,0:1,5 (homojenat: t-biitanol orani) ve pH 6,0’da %87,65 verimle 13,33 kat alt
fazdan saflastir1ldi. Literatiirde enzim saflastirma ¢alismalarinda genellikle birden fazla
asamali kromatografik yontemler tercih edilirken TPP yontemiyle sayili c¢alismalar
mevcuttur. Kromatografik ¢alismalara bakilinca Planomicrobium L-2 susundan proteaz
enzimi amonyum siilfat ¢oktlirmesi, diyaliz, iyon degisim kromatografisi ve jel
kromatografisiyle %7,5 verimle 1,7 kat saflagtirildig: bildirilmistir (Liu et al. 2013).
Aspergillus niger’den proteaz enzim iyon degisim ve jel filtrasyon kromatogafisi
kullanilarak %10,96 verim 16,60 kat saflagtirildigi bildirilmistir (Racheal et al.2015).
Bacillus licheniformis’ten proteaz enzimi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim
kromatografisi ile %66,76 verimle 2,28 kat saflastirildigi belirtilmistir (Mardina and
Yusof, 2016). Proteaz enzimini saflastirmak i¢in yapilan TPP ¢alismalarina bakildiginda
ise ipek otundan saflastirmak igin proteaz enzimini 6nce %50 amoyum siilfat 1,0:0,5
oraninda t-biitanolle birinci TPP sonrada alt faz alinarak %65 amonyum siilfatla 1,0:0,5
oraninda t-biitanolle muamele edilerek ikinci bir TPP yapildig1 belirtilerek %132 verimle
6,92 kat saflastirildigi ve enzimin alt fazda kaldig: bildirmistir (Rawdkuen et al. 2010).
Balik i¢ organlarindan alkalin proteazi saflastirmak i¢in %50 amonyum siilfat, 1,0:0,5
oraninda t-biitanolle ve pH 8,0 25°C kosullarinda TPP yontemiyle %154 verimle
saflastirildigr rapor edilmstir (Ketnawa et al. 2014). Kromatografik yontemle TPP
kiyaslandiginda TPP yontemi kisa, hizli, ekonomik, etkili, kiiciik dlgekli ¢alisilabildigi
gibi biiyiik 6lgekte ¢alisilmasi gibi avantajlarina sahipken kismi olarak saflastirir (Yan et
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al. 2017). TPP yontemiyle yapilan enzim saflastirmalart %25-363 verim; 2,7-95 arasinda

kat saflastirildig1 degistigi belirlenirken B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz
enzimi ise %87,65 verimle 13,33 kat saflastirilildig tespit edildi.

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin TPP ydntemiyle
enzimin SDS-PAGE, zimogram analiziyle alt fazda kaldig tespit edilmistir ve molekiiler
agirh@inin 35,87 kDa olarak hesaplandi. Subtilisinlerin molekiil kiitleleri 27,5 kDa,
aspartik protezlar 30-45 kDa, serin proteazlarin ise molekiil kiitleleri 18-35 kDa arasinda
degismektedir (Rao et al. 1998) Literatiirdeki ¢alismalarda ise SDS-PAGE yo6ntemini
kullanarak B.licheniformis K7A susundan saflastirilan proteaz enziminin 30,34 kDa
(Hadjidj et al. 2018); B. licheniformis A10’dan saflastirilan proteaz enziminin 40,55 kDa
(Yilmaz et al. 2016); B. licheniformis SHG10 DSM 28096 saflastirilan alkalin proteaz
enziminin 30,4 kDa (Embaby et al.2016); B. licheniformis VSG’den saflastirilan proteaz
enziminin ise 40 kDa (Sangeetha et al. 2010) oldugu tespit edilmistir.

Enzimin fiziksel 6zellikleri, fonksiyonlar1 ve aktif bolgesindeki aminoasitleri belirlemek
icin saflastirma ve Kkarakterizasyon Onemli bir asamadir. B. licheniformis OSBS6
susundan saflastirilan proteaz enzimin karakteristik 6zelliklerini belirlemek i¢in farkli pH
ve sicaklikta aktivitesine bakildi. B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz
enzimin optimum pH’s1 10,0 olarak belirlenirken 2 saatlik inkiibasyondan sonra pH 8,0-
11,0 arasinda aktivitesini %80’ne kadar korudugu en yiiksek aktiviteyi pH 10,0’da
gozlendi. B. subtilis DM-04’den saflastirilan proteaz enziminin optimum pH’s1 10,0
oldugu belirlenmistir (Rai and Mukherjee 2010). B. licheniformis P003’ten saflastirilan
alkalin proteazin pH 10.0°da en yiiksek enzim aktivitesine sahipken pH 7,0-11,0 arasinda
oldukga stabil oldugu rapor edilmistir (Sarker et al. 2013). B. licheniformis 3C5’den
saflagtirilan alkalin proteaz pH 10,0°da optimum aktiviteye sahip oldugunu belirtilmistir
(Rachadech et al. 2010). Salinivibrio AF-2004’ten saflastirilan proteaz enzimi optimum
pH 8,5 oldugu pH 6,0 ve 10,0°da sirayla aktivitelerinin %75 ve %85’e kadar korudugu
bildirilmistir (Amoozegar et al. 2007) B. licheniformis OSBS6 susundan saflagtirilan
proteaz enziminin yiiksek pH’da aktif oldugundan alkalin bir proteaz oldugu belirlenildi.

Endiistriyel caligmalar i¢in yiiksek alkalilik ve sicakliga toleransli olmasi istenen
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durumdur. Yiiksek sicaklik ve yiiksek pH araliginda yiiksek aktivite ve stabiliteye sahip
olan proteazlar biyomiihendislik ve biyoteknolojik uygulamalarda daha fazla kullanilir
(Yang et al. 2014). Dolayisiyla bu yoniiyle B. licheniformis OSBS6 proteaz enziminin

oldukca avantajli oldugu soylenebilir.

B. licheniformis OSBS 6 susundan saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakligi 60°C
oldugu belirlenirken sicaklik kararliligini belirlemek i¢in 20-90°C sicaklik araliginda 30,
60, 90, ve 120. dakikalarda enzimin sicaklik kararlilifina bakildiginda tiim sicaklik
araliginda enzim aktivitesi korudugu tespit edilerken ¢esitli sicakliklarda enzimin
aktivitesinin arttig1 belirlendi. Literatiir ¢alismalarina bakildiginda; B. licheniformis
RPk’dan saflastirilan proteaz enziminin optimum sicakliginin 60°C oldugu belirlenmistir
(Fakhfakh et al. 2009). B. licheniformis RP1’den saflastirilan termostabil alkalin proteaz
enzimi optimum sicakligi 70°C oldugu bildirilmistir (Sellami-Kamoun et al. 2008). B.
cereus UV-15 mutantadan saflastirilan proteaz enzimi 50 ile 60°C arasinda ¢ok aktif
oldugu optimum sicakliginin 60°C oldugu bildirilmistir (Basavaraju et al. 2017). B.
licheniformis PO03’ten saflagtirilan alkalin proteaz enzimi 1 saat inkiibasyondan sonra
50°C’de en yiiksek aktivite gosterdigi 60°C'de enzim aktivitesinin %75'ini, 70°C'de ise
%78’ini korudugu belirlenmistir. Bacillus HR-08 susdan saflastirilan proteaz enzim
aktivitesinin, 60 ve 70°C'de 30 dakika inkiibasyondan sonra sirayla baslangi¢
aktivitesinin %80'inden ve %50'sinden fazlasini korudugu tespit edilmistir (Moradian et
al. 2009). Bacillus subtilis (ATCC 6633)‘den saflastirilan proteaz enziminin 60°C
inkiibasyonda 1, 2, 3 saat bekletildiginde sirasiyla proteaz aktivitesini %92,8; %85,5 ve
%83,8 oraninda digiirdiigii belirlenmistir (Chatterjee et al. 2015). B. licheniformis
OSBS6 susundan saflagtirilan proteaz enzimininin iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
yiiksek sicakliklarda bile enzim aktivitesini korudugu hatta enzim aktivitesinin arttirdigi
belirlendi. Literatiirde ise genellikle inkiibasyon siiresi ve sicaklik arttikca aktivite
diistiigii goriiliirken ancak termofilik enzimlerin genelikle sicaklikla aktivitenin arttig
gozlenmistir. Endiistriyel alanlarda sicaklilifa dayaniklilik tercih edilme nedenlerinden

biridir.
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B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzimine metal iyonlarinin etkisi
incelendiginde Mn?* metalinin 1mM konsantrasyonunda %98’e kadar enzim aktivitesini
korurken, 5 ve 10 mM’lik konsantrasyonda ise %54 ve %96 olarak enzim aktivitesini
artirdigi belirlendi. Mg?* metal iyonunun 1 ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda sirasiyla
enzimin aktivitesini %7, %15 artirirken 10 mM’da ise %97’e kadar korudugu belirlendi.
Co?" metalinin genel olarak enzim aktivesini diisiirken 5 mM’lik konsantrasyonda ise
%44’e kadar diisiirdiigii tespit edildi. Fe?" iyonlarinin konsantrasyonu arttik¢a inhibitor
etkisi gosterdigi 10 mM’lik konsantrasyonda ise %37’c¢ kadar enzim aktivitesini
diisiirdiigii gdzlemlendi. Ca®* iyonlar1 ise 10 mM’lik konsantrasyonda %84’e kadar
aktivitesini korudugu belirlendi. Literatiirde metal iyonlarinin proteaz enzimi iizerine
etkisi incelendiginde; Tayland baligindan izole edilen B. licheniformis RKK-04 susundan
saflastirilan proteaz enzim aktivitesini 1 mM’lik Hg?* ve Cu?* metal iyonlar: hemen
hemen inhibe ederken; 1 mM’lik Pb?" metal iyonlarmin ise belirgin olarak diisiirdiigi;
Ag*, Zn?*, and Mo®" iyonlarmin ise hafif etkiledigi 1 mM’lik Mn?* az da olsa yiikselttigini
1 mM’lik Ca?* ise etkilemedigi belirtilmistir(Toyokawa et al. 2010). Bacillus RRM1
susundan saflastirilan alkalin proteaz enziminin aktivitesini Na*, Ca?*, and K* iyonlari
artirirken Hg?*, Cu?*, Fe?*, Co?" ve Zn?* iyonlarn ise diisiirdiigii belirtilmistir (Rajkumar
et al. 2011). B. licheniformis’ten elde edilen alkalin proteazin enzim aktivitesini 10
mM’lik Ca?* ve Mn?* metal iyonlar1 artirdigi Mg?*, Zn?*, Cu?*, Co?*ve Na* metal iyonlar1
herhangi bir etki yapmadigi Hg?* ve K metal iyonlar1 hemen hemen inhibe ettigi Fe?*
%34’¢ kadar distirdigii belirtilmistir (Bezawada et al. 2011). B. Subtilis (MTCC NO-
10110)‘den elde edilen alkalin proteaz enziminin aktivitesi Mg?* ve Mn?* metal
iyonlariyla arttigi Ca?* ile diistiigii bildirilmistir (Ramakrishna et al. 2010). B.
licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimi literatiirde de belirttigi gibi Co®*ve
Fe?* metal iyonlar1 enzim aktivitesini diisiirdiigii Ca®* iyonlar1 enzim aktiviesini %84 lere

kadar korudugu belirlendi.

B. licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enzim aktivitesi iizerine bazi
inhibitorlerin etkisinin belirlenmesi amaciyla; serin spesifik inhibitérii olan PMSF;
stilfidril grubu inhibitérii olan B-merkaptoetanol; sistein spesifik inhibitrii olan DTNB

ve histidin inhibitori olan IAA kullanildi. Elde edilen veriler sonucunda EDTA’nin 2 mM
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ve 5 mM’lik konsantrasyonlarda enzim aktivitesini tamamen inhibe ettigi, pB-
merkaptoetanol’tin 2 mM’lik konsantrasyonda %18 kadar disirdigi 5 mM’lik
konsantrasyonda ise tamamen inhibe ettigi belirlendi. Serin proteaz inhibitorii olan
PMSF’nin enzim aktivitesini arttirdigi, sistein proteaz inhibitorii olan DNTB ise 2 mM’lik
konsantrasyonda enzim aktivitesini %99; 5 mM’lik konsantrasyonda ise %88 oraninda
korudugu gozlendi. Histidin enzim inhibitorii olan IAA 2Mm’lik konsantrasyonda enzim
aktivitesini artirdigr, 5 Mm’lik konsantrasyon ise %86 oraninda korudugu belirlendi.
Salinivibrio AF-2004 susudan saflastirilan proteaz enzimi EDTA varliginda tamamen
inhibe oldugundan metalloenzim {iyesi oldugu bildirilmistir (Amoozegar et al. 2007). B.
licheniformis OSBS6 susundan saflastirilan proteaz enziminin ise metalloenzim
olabilecegi ve aktivitesi i¢in metal gruplarina ihtiyag duydugu, aktif bolgesinde siilfidril

gruplar1 bulundugu sdylenilebilir.

%15 ve %50’1lik konsantrasyonlardaki organik ¢dzgenlerin varliginda B. licheniformis
OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzim aktivitesine etkisi incelendi. Enzimin 1 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda; %15°lik konsantrasyon etonol ¢ozeltisinde %94, aseton
¢ozeltisinde %84, DMSO ¢ozeltisinde %89, t-biitanol ¢ozeltisinde %86 ve izopropanol
¢ozeltisinde %83 oraninda aktiviteye sahip oldugu goriildii. %15°lik konsantrasyonlarda
24 saat sonunda metanol ¢ozeltisinde %84, etanol ¢ozeltisinde %80, aseton ¢ozeltisinde
%91, DMSO ¢ozeltisinde %94, t-biitanol ¢ozeltisinde %90, izopropanol ¢ozeltisinde %84
oraninda aktivitesini korudugu tespit edildi. %50’lik konsantrasyonlarda ise belirtilen
organik ¢Oziiclilerde 1 saatin sonunda metanol, etanol, aseton, DMSO, biitanol,
izopropanol ¢ozeltilerinde varliginda sirasiyla %85, %92, %82, %97, %94, %77
aktivitesini korurken 24 saat sonunda metanol, etanol, aseton, DMSO, biitanol,
izopropanol varliginda sirasiyla %76, %84, %83, %91, %86, %81 oraninda enzim
aktivitesini korudugu tespit edildi. Literatiirde ise proteaz benzen, toluen, ksilen, ethanol,
aseton and DMSO gibi organik ¢6ziilerde stabil proteazlarin nadir bulunur ve bu enzimler
endiistri de sentetik reaksiyonlarda kullanim alanlarina sahiptir (Rahman et al. 2006).
Termofillerden elde edilen proteaz enzimleri susuz ortamda ester ve peptid sentezi gibi
biyoteknolojik uygulamalarda organik ¢ozgenler varliginda kullanilir (Toplak et al.

2015). B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin organik ¢ozgenlerle
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aktivitesinde ciddi bir inhibisyon meydana gelmezken enzim aktivitesini %77 oraninda
korudugu belirlendi. Boylece peptid sentezi gibi organik ¢oziilere dayanikli enzimlerin

tercih edildigi endiistrilerde endiistrilerde yararlanilabilir.

B. licheniformis OSBS6’dan proteaz enziminin iizerine yiizey aktif maddelerin ve okside
edici ajanin etkisini incelemek i¢in %1-5’lik konsantrasyonlarda Tween-20, Tween-80,
Triton-X-100, SDS ve H20; kullanildi. Yapilan ¢alisma sonucunda enzim aktivitesinin
%1°lik Tween-20, Tween-80 ve Triton-X-100 varliginda sirasiyla %78, %93 ve %72
oraninda korudugu belirlendi. %1°lik SDS enzim aktivitesini %16 oranimna disiirdiigd,
%S35’lik konsantrasyonda ise tamamen inhibe ettigi belirlendi. %5°lik Tween-20 varliginda
ise enzim aktivitesini tamamen kayboldugu Tween-80 ve Triton-X-100 sirayla %48, %22
oranina disiirdiigi tespit edildi. Enzim aktivitesini %1 ve %5 ‘lik H20. varliginda
sirastyla %97 ve %87 oraninda korudugu tespit edildi. Literatiir incelendiginde Bacillus
licheniformis P003’den iiretilen proteaz enziminin aktivitesi %0,5’lik Tween-20, Tween-
80 ve H>O; varliginda sirayla %103, %107, %108 oraninda arttig1; %1’lik Tween-20 ve
H202 %84 ve %90 oraninda korudugu, %0,5 ve %1’lik Tween-80 sirasiyla %107 ve
%104 oraninda arttirdigi, %0,5 ve %1,0’lik SDS varliginda ise %16 ve %11 oranina
diisiirdiigt bildirilmistir. Tween-20 ve H20: konsantrasyonu arttik¢a proteaz aktivitesini
kademeli olarak azalttig: tespit edilmistir (Sarker et al. 2013). SDS, Tween 20 ve Triton
X-100 gibi deterjanlar varliginda etkinligini koruyan enzimler deterjan formiilasyonunda
etkili bir katk1 maddesi olarak kabul edilir (Chatterjee et al. 2015). lyi bir deterjan proteazi
deterjan formiilasyonunda bulunan yiizey aktif maddeler, agarticilar, oksitleyici maddeler
ve katki maddeleri gibi ortak kullanilan deterjan bilesenlerine karsi uyumlu ve kararh
olmalidir (Basavaraju et al. 2017). Genel olarak literatiirde yiizey aktif maddeleri
%0,5’lik konsantrasyonda artis gozlenirken %1 konsantrasyonda diistiigli gézlenmistir.
Yiizey aktif maddeleri yiizey gerilimini artirarak lekenin ¢ikmasini kolaylastirirken
oksitleyici maddeler ise gamasirin beyazlatmasi i¢in eklenir. Bu maddelere karsi stabil
olan proteaz enzimleri protein lekelerini ¢ikarmak i¢in deterjan endiistrisinde tercih edilir.
B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enziminin oksitleyici madde olan
%1’lik H202 varliginda aktivitesini 6nemli Ol¢iide korudugu gozlendi. Yiizey aktif
maddelerinde ise %1’lik konsantrasyonda %70‘lere kadar korudugu %S5’lik
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konsantrasyonda ise ciddi bir inhibisyon gozlendi. Deterjan i¢in uygun olup olmadigini
deterjanda bulunan maddelerin konsantrasyonu belirlemesine ragmen %1°lik
konsantrasyonlardaki yiizey aktif maddeleri ve okside edici ajanlar enzim aktivitesini
korudugu tespit edildi. Tipik olarak deterjan endiistrisinde kullanilan proteazlarin pH 9,0—
11,0 20-60°C araliginda sicakliklarda ve tuz, agartma maddesi ve ylizey aktif

maddelerine kars1 aktif ve stabil olmas1 gerekir.

B. licheniformis OSBS6’dan saflagtirilan proteaz enziminin %0,65’lik (w/v) kazein,
azokazein, hemoglobin, BSA ve jelatin gibi farkli substratlar varliginda aktivitesine
bakildi. Aktivite dl¢limleri sonucunda enziminin en yiiksek aktiviteyi kazein varliginda
gosterdigi tespit edildi. Enzimin diger subsratlara olan aktivitesi azokazein (%78),
hemoglobin (%57), BSA (%28) ve jelatin (%12) olarak belirlendi. Literatiire bakildiginda
Aspergillus oryzae CH93’den saflastirilan proteaz enzimi BSA, N-aseetil-I-tirozin etil
ester monohidrat (ATEE), kazein, azokazein ve jelatin subsratlarindan en iyi aktiviteyi
kazeinde gosterdigi bildirilmistir (Salihi et al. 2017). Scopulariopsis susundan
saflagtirilan proteaz enziminin aktivitesine kazein, jelatin, BSA, albiimin ve fibrinojen
subsratlarinin etkisine bakilmigtir. Enzim aktivitesinin en fazla jelatin olmak iizere
kazein, fibronojen, alblimin, BSA seklinde etkiledigi bildirilmistir (Niyonzima and More
2014). Enzimin farkli subsratlara kars1 ilgisinin olmasi farkli alanlarda kullanima olanak

saglar.

B. licheniformis OSBS6’dan saflastirilan proteaz enzimine ticari kat1 deterjanlarin etkisi
incelendi. Bunun igin Ariel, Alo, Omo, Bingo, ABC markali kati ticari deterjanlar
kullanildi. ABC markali deterjan haricinde diger deterjanlarin varliginda enzim
aktivitesini arttig1 belirlendi. Persil markali deterjan varliginda ise enzim aktivitesinde
onemli bir artig gosterdigi tespit edildi. Deterjan icerisinde bulunan katki maddelerinin
enzimin subsrat etkilisiminde etkili olan bdolgeleri etkileyerek aktiviteyi etkiledigi
sOylenebilir. Enzim bazli deterjanlar daha 1yi temizleme, diisiik sicaklikta daha yiiksek
temizleme, daha giivenli ve daha saglikli kir ¢ikarma 6zelliklerine sahip olmasi nedeniyle

alkalin proteaz bazli deterjanlarin kullanimi sentetik deterjanlara gore daha fazla tercih
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edilmektedir. Yiiksek alkalin proteazlar kan, siit, keratin ve ¢ikolata gibi proteinli

lekelerin parcalanmasi i¢in esssizdir.

Amilazlar, enzim pazarimin yaklasik %25'ini olusturur. a-amilazlarin, islemlerin
ekonomik hale getirilmesi icin yiliksek jelatinlesme (100-110°C) ve sivilastirma (80-
90°C) sicakliklarinda aktif olmasi istenir. Bu nedenle, daha fazla termostabil a-amilazlara
icin bir ihtiyac¢ vardir. Termofilik enzimler sogutma maliyetlerini azaltmasi, daha iyi bir
substrat ¢Ozlniirliigli saglamasi, daha diisiik bir viskozite i¢in daha hizli bir sekilde
karistirmaya ve pompalamaya olanak saglamasi: ve mikrobiyal kontaminasyon riskini
azaltmaya olanak saglammas1 gibi avantajlara sahiptir. Alkalifik Bacillus suslarinin
genellikle alkalin a-amilaz, proteaz ve selliillaz enzimleri alkalin pH'da aktif enzimler
tiretir (Burhan et. al 2003).

Sonug olarak B. licheniformis OSBS6’dan elde edilen amilaz ve proteaz enziminin ¢ok
diisiik ve ¢ok yiiksek sicakliklara kadar hemen her sicaklikta aktivitesinin olmasi ve genis
bir pH araliginda aktivitesini korumasi endiistriyel anlamda yarali olabilir. Ayn1 sekilde
diisiik sicaklikta olduk¢a kararli olmasi, enzimin uzun siireli uygulama gereksinimi
duyulan proseslerde miikemmel bir materyal olmasini saglamaktadir. Her iki enzimin
alkalin olmasi1 deterjan endiistrisi i¢in yararli olabilecegini gostermektedir. Ayn1 sekilde
organik ¢Oziiclilere karsi kararli olmasi bu amilaz ve proteaz enziminin kullanim
agisindan proseslerde oldukga kolaylik saglayabilir. Proteaz ve amilaz enziminin belli
kosullar1 altinda stabil olmasi, stabilitenin molekiiler temelini anlamak igin bir model
sistem olarak ve endiistriyel uygulamalar i¢in uygun olan yeni proteaz ve amilazlarin

tasarlanmasina yardime1 olabilir.
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