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BACILLUS SUBTILIS VE BACILLUS CEREUS BAKTERILERINDEN
PROTEAZ ENZIMININ KISMI SAFLASTIRILMASI VE
OZELLIKLERININ INCELENMESI

OZET

Enzimler organizmada meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin hizlarini arttiran
biyolojik katalizorlerdir. Enzimler molekiil agirliklar1 onbin ile bir milyon arasinda
degisen protein yapil bilesiklerdir.

Yiiksek aktivite i¢in kiyasladigimizda enzimler, kimyasal katalizorlere gore daha
avantajhidirlar. Ayrica enzim prosesleri i¢in uygun olan 25-30°C’lik sicaklik bir ¢ok
klasik kimyasal prosesler icin gerekli olan yiiksek veya diisik sicaklikdan daha
ekonomiktir.

Enzimlerin gercek Ozellikleri yakin zamanda bilinmesine ragmen, enzimler uzun
yillardan beri kullanilmaktadirlar ve bilimsel aragtirmada, klinik tanida ve endiistride
biiyiik 6nemleri vardir.

Proteaz enzimi, canlilardaki hidroliz reaksiyonlarin1 katalizleyen en Onemli
proteinlerden biridir. Proteazlar polipeptid ve protein zincirlerini hidrolizleyen
enzimlerdir. Proteazlar proteini polipeptid zincirlerindeki amid baglarini
hidrolizleyerek parcalarlar. Proteazlar hayvan organlari, bakteri, maya, ve bitkiler
gibi genis bir canli yelpazesinde {iretilirler.

Proteaz enzimi, endiistride genis sekilde (deterjan, deri, bira sanayi, firincilik v.b.)
kullanilmaktadir. Endiistride kullanilan proteaz enzimlerinin biiyiik bir kismi1 bakteri
kaynaklidir. Ozellikle Bacillus tiirlerinden iiretilen proteaz enzimleri deterjan
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu ¢alismanin amact Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakteri tiirlerinden proteaz
enziminin izolasyonu, saflagtirllmast ve bazi oOzelliklerinin incelenmesi olarak
belirlenmistir.

Proteaz enzimi, Bacillus tiirii bakterilerin uygun besi yerlerinde iiretilmesi,
sporlandirilmas1 daha sonra santrifiijlenerek bakterilerin uzaklastirilmasi ile elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen siipernatanta, sirasiyla amonyum siilfat
coktiirmesi, diyaliz, DEAE-Selilloz iyon degistirme kromatografisi islemleri
uygulanarak saflagtirma yapilmigtir.

Calismada ayni zamanda elde edilen enzimin, optimum pH, optimum sicaklik, pH
kararlilig1, sicaklik kararlilii, enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonu,
reaksiyon siiresi, inhibitdr ve aktivatdr etkisi incelenmistir. Ayrica elde edilen
enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE islemi yapilarak tayin edilmistir.

Bacillus subtilis tiirii ile yapilan ¢alismada siipernatantin spesifik aktivitesi 11 U/mg,
doyurma sonrasi ¢okeltinin spesifik aktivitesi 6 U/mg, diyaliz sonras1 10 U/mg ve
DEAE-Seliiloz iyon degistirme kolon kromatografisi sonrasi spesifik aktivitesi 84
U/mg’dir. Kolon sonrasi 8 kat saflasma saglanmistir. Bacillus subtilis tiiriinden elde



edilmis proteazin spesifik aktivitesi 84 U/mg olarak Ol¢lilmiistiir. Yapilan ¢alismada
saf proteazin spesifik aktivitesi ile elde edilen proteazin spesifik aktivitesi ayni
bulunmustur. Yapilan SDS-PAGE sonucunda elde edilen enzimin molekiil agirlig
yaklasik 45 kDa olarak bulunmustur.

Bacillus cereus bakteri tiirii ile yapilan ¢alismada siipernatantin spesifik aktivitesi 12
U/mg, doyurma sonrasi ¢okeltinin spesifik aktivitesi 14 U/mg’dir. Doyurma sonrasi
1.2 kat saflasma saglanmistir. Yapilan SDS-PAGE sonucunda elde edilen enzimin
molekiil agirligr yaklasik 37 kDa olarak bulunmustur.
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PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PROTEASE
FROM BACILLUS SUBTILIS AND BACILLUS CEREUS BACTERIA

SUMMARY

Enzymes are biological catalysts that increase the speed of chemical reactions taking
place in the organism. Enzymes are the compounds with protein structure of which
molecular weights vary between ten thousand and a million.

When we compare for the high activity, enzymes are more advantageous than the
chemical catalysts. Besides, 25-30°C temperature which is suitable for enzyme
processes is more economic than high or low temperatures that are necessary for
many chemical processes.

Despite the fact the real properties of the enzymes have been known only recently,
Enzymes have been used for long years and they have considerable importance in
scientific research, clinic diagnosis and industry.

Protease enzyme is one of the most important proteins catalysing the hydrolysis
reactions in living beings. Enzymes are the things that hydrolyse the chains of
Proteases polypeptide and protein. Proteases pull the protein into the parts by
hydrolysing the amide bonds that are in the polypeptide chains. Proteases are
produced in a very wide living beings scale such as animals, bacteria, yeast, and
plants.

Protease enzyme is widely used in industry (detergent, leather, beer industry, bakery
etc.). A considerable part of protease enzymes used in the industry is originated from
bacteria. Especially protease enzymes that are produced from Bacillus species are
widely used detergent industry.

The purpose of this study was determined as isolation, purification and investigation
of some properties of protease enzyme from Bacillus subtilis and Bacillus cereus
bacteria species.

Protease enzyme is obtained by producing spore genesis of bacteria, which is from
Bacillus species in suitable food places, and removing the bacteria afterwards being
centrifuged. The purification was realized by applying respectively ammonium
sulphate precipitation, dialyse, DEAE-Cellulose ion exchange chromatography to the
supernatant that was produced later.

In the study at the same time, the affect of substrate concentration, reaction time,
inhibitor and activator on the optimum pH, optimum temperature, pH stability,
temperature stability, enzyme activity of the obtained enzyme.

Besides, molecular weight of the obtained enzyme was determined by realization of
transaction of SDS-PAGE .

In the study carried out with Bacillus subtilis species, specific activity of supernatant
is 11 U/mg, specific activity of the precipitate after precipitation is 6 U/mg, after
dialysis it is 10 U/mg and specific activity is 84 U/mg after DEAE—Cellulose ion
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exchange column chromatography. After column 8 folds purification was obtained.
Specific activity of the protease obtained from Bacillus subtilis is measured as 84
U/mg. In the conducted study, pure specific activity of the protease and obtained
specific activity of the protease were found to be the same. Molecular weight of the
enzyme obtained as a result of conducted SDS-PAGE is found to be approximately
45 kDa.

In the study carried out with Bacillus cereus bacteria species, specific activity of
supernatant is 12 U/mg, specific activity of the precipitate after precipitation is 14
U/mg. after precipitation 1.2 fold purification was obtained. Molecular weight of the
enzyme obtained as a result of conducted SDS-PAGE is found to be approximately
37 kDa.
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1. GIRIS VE AMAC

Enzimler basit ve bilesik proteinlerdir ve canli organizmalarin kimyasal
reaksiyonlarinda hayati 6nem tasirlar. Enzimler de diger katalizorler gibi reaksiyon
hizlarini arttirirlar. Enzimler ¢ok etkin katalizorlerdir. Benzer kosullar altinda, enzim
varhigindaki reaksiyon orani, katalizoriin yoklugundaki reaksiyon oranina gore bir
veya birka¢ milyon kat daha yiiksek olabilir [1]. Ornegin viicutta karbonik asidin
sentezi karbonik asit anhidraz enzimince katalize edilir. Karbonik asidin CO2 ve H20
katalize edilmemis bozunumu yavastir ve reaksiyonun dengeye ulagmasi saatler
stirebilir. Sayet karbonik asit anhidraz kulllanilirsa reaksiyon dengeye bir dakika

hatta daha kisa siirede ulagir [2].

Enzimlerin faaliyetleri binlerce yildir bilinmektedir. Bununla birlikte, enzimlerin
Ozelliklerinin tam olarak anlasilmasi ancak son zamanlarda olmustur. Enzimler
hakkinda yapilan arastirmalar, protein kimyasi, molekiiler biyofizik ve molekiiler
biyoloji alanlarindaki fikirlerin birlesimi ile yeni bir asamaya girmistir [3]. Binlerce
enzim tanimlanmis ve bunlarin ¢ogu kristallendirilmistir. En 6nemlisi de 1926
yilinda Sumner’in iireaz enzimini Kkristallendirerek enzimin, basit bir protein
oldugunu ilan etmesidir. Bu nedenle proteinler, biyolojik sistemlerde kimyasal

dontistimlerin kinetigini belirlemede rol oynar [3,4].

Enzimlerin izolasyonu i¢in ham maddeler, hayvan organlari, bitkisel materyaller ve
mikroorganizmalardir. Enzimler evrensel olarak canli organizmalarda bulunurlar.
Her bir hiicre, kendi metabolik reaksiyonlarini siirdiirmek icin bir ¢ok farkli enzim
sentezler. Enzim saflastirilmasi i¢in prosediirlerin se¢imi, enzimlerin kullanim
yerlerine baglidir. Hiicre i¢i enzimlerin izolasyonu genel olarak kompleks biyolojik

karigimlarin ayrilmasi seklinde gerceklesir.

Diger taraftan hiicre dis1 enzimler genel olarak, sadece birkac bilesen igeren bir
ortama konulurlar. Enzimlerin katalizor olarak sahip olduklar1 yiiksek spesifiklik

Ozellikleri sadece onlarin dogal durumlarinda mevcuttur. Bu dogal olusuma sadece



belirli pH, sicaklik ve iyon siddetinde ulasilir. Bu durumda, enzim izolasyonlari i¢in

sadece bazi spesifik yontemlerden yararlanilabilir [3].

Gegtigimiz 15 yil boyunca, ticari olarak faydali enzimlerin kesfedilmesi ve bu
enzimlerin gelisme kosullarindaki degisimlerle verimini arttirmak , bitkilerde ve
hayvanlarda patojen siireglerdeki bu enzimlerin rolleri hakkinda bilgi sahibi olmak
ve hiicre dis1 enzimlerin protein sentezlerindeki etkileri iizerinde calismak igin
Oonemli avantajlar sunan, mikroorganizmalarin genis bir yelpazesi tarafindan iiretilen

hiicre dis1 enzimlerin arastirilmasina 6nemli ¢abalar harcanmustir.

Farkli tlirlerden veya siniflardan olan benzer islevli enzimler arasindaki farkliliklar
enzimlerin ticari kullamimlar1 i¢in ¢ok Onemlidir. Ayiricit spesifiklige sahip olan
yetmisin ilizerinde enzim, mikrobik gelismenin hiicre dis1 {riinleri olarak tarif
edilmektedir. Goreceli olarak bunlardan pek azi, spesifikliginin kesin belirlenmesine
izin verecek kadar yeterli derecede saflagtirilmistir. Bir ¢ok sanayi uygulamasi igin
bu dnemli degildir . Enzimler veya genis spesifiklikteki karmalari, genel olarak, dar

spesifiklige sahip olan enzimlere gore daha ¢ok tercih edilebilir olmaktadir [5].

Proteolitik enzimler, proteaz veya proteinazlar, proteinlerin peptid baglarin1 uygun
kosullar altinda 6zel olarak hidrolize eden enzimlerdir. Tiim proteazlar pH, sicaklik,
iyon gereklilikleri, spesifiklikleri, aktiviteleri ve kararliliklar1 yoniinden karakteristik
ozelliklere sahiptirler. Bu biyokimyasal parametreler, proteazin kullanim alanim
belirler. Bireysel uygulamalar i¢in enzimlerin diinya ¢apindaki gereklilikleri, biiyiik

Olctide degisiklik gosterir.

Ticari enzimlerin saflik dereceleri uygulamaya bagli olarak degisir. Enzimlerde
uygulanan saflastirma islemlerine goére yliksek aktivite ve saflik elde edilebilir.
Saflagtirma islemleri arttikga maliyet artar. Endiistride kullanilan proteaz enzimleri,
onlarca tona kadar biiylik miktarlarda iiretilmektedir ancak diisiik birim fiyatlar
vardir ¢linkii saflik dereceleri daha azdir. Tibbi proteazlar i¢in pazar, ton yoniinden
kiiciiktiir ancak yliksek saflikta olduklar1 i¢in birim aktivitesi basina fiyatlar1 ¢ok
yiiksektir [3].

Bu ¢aligmanin amaci, proteaz enziminin Bacillus subtilis ve Bacilus cereus bakteri
tiirlerinden 1izolasyonu, kismi saflastirilmast ve sonrasinda bazi 6zelliklerinin

incelenmesidir.



Diinyadaki enzim iiretiminin en az dortte birini olusturan, proteazlar endiistride
kullanilan en Onemli enzim gruplarindan biridir. Proteazlar deterjan, deri, siit
tirlinleri, bira ve gida endiistrilerinde kullanilir. Endiistriyel alanda en ¢ok kullanima
sahip olan proteazlar, bakterilerden elde edilen proteazlardir. Bacillus tiirlerinin
sporlarindan  izole edilen serin proteazlar deterjan endiistisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir [6].

Bu calismada endiistride kullanim alaninin yayginligt ve ekonomik olmasi

nedeniyle, enzim kaynagi olarak bakteriler kullanilmistir.



2. ENZIMLER

2.1. Enzimlerin Tarihgesi

Enzim deyimi (literatiirde maya) ilk olarak KUHNE tarafindan 1876 tarihinde ortaya
atilmistir. Maya, fermantasyondaki onemi ile arastirmalarin  gozde konusuydu. O
yillarda LIEBIG ve PASTEUR’iin fermantasyon olayinin yasayan hiicrelerden
bagimsiz diisiiniilemeyecegini vurgulamislardir. 1783 yilinda SPALLANZALI, mide
suyunun suni olusturulmus bir halde eti sindirebilecegini ortaya koydu ve 1836
yilinda SCHWANN aktif madde pepsini isimlendirdi. Varligindan 19. yiizyildan beri
siiphenilen tripsine simdiki adint KUHNE vermistir . 20. yiizyilin basinda, enzimlerin
protein ozellikleri ortaya konmustu. Proteinlerin kimyasinin bilinmesi, 19. yiizyilin
ikinci yarisinda organik kimya teknik ve kavramlari {izerinde 6nemli etkiler yaratti.
Bu olay protein yapisinin peptid kuramina yol agt1 bu da FISCHER tarafindan ortaya
atilmistir. Proteinlerin sentezi i¢in uygulanan yontemler enzimlerin saflagtirilmasina
esit degildi. Buna karsi, WILLSTATTER, enzimlerin proteinler olmadigini ancak
“aktif prostatik gruplu” kollodimsi tasiyicilar oldugunu ileri slirdii. Ancak, 1930
yilinda pepsin ile baslayarak, kristal proteolitik enzimlerin serilerini izole etmis olan
NORTHOROP ve meslektaslar1 tarafindan yapilan kesinlestirici ¢alisma ile

enzimlerin protein yapilari ortaya konmus oldu.

Hiicre i¢i enzimlerin izolasyonu ve karakterize edilmesi, dogal olarak daha karmasik
idi ve bir kez daha, bu tiir enzimin makul miktarlarda mevcut olmasindan Once,
1940’1 yillarin sonlarinda, proteinlere uygulanabilen ayirma tekniklerinde onemli
tyilestirmelere gerek vardi. Erisilebilen baslatma malzemesinin biliylik miktarlar1 ve
fermantasyon deneylerinin tarihi 6nemi nedeniyle, ilk saf hiicre i¢i enzimleri,
mayadan ve iskelet kasindan elde edildi. Bununla birlikte saflagtirma ydntemleri
tyilestirildikge, saf halde elde edilen enzimlerin sayis1 artmaya devam etmistir.
Protein saflagtirma yontemleri bugiin dylesine karmasiktir ki, eger kaynak zayif ise
sadece kiiglik miktarlar elde edilebilir, ancak yeterli ¢aba ile, her tiirlii istenen enzim

tamamen saf hale getirilebilir.



Enzimlerin protein 6zelligi kabul edildikten sonra, bunlarin olusumu ve yapilarinin
daha kesin analizi i¢in yol acikti. Amino asitlerin ¢ogu, 20. yiizyil baslarinda
tanimlanmisti. Ozgiil agirhk 6l¢iim analizi veya mikro biyolojik deneme gibi, daha
sonra mevcut olan aminoasit analiz yontemleri olduk¢a kesindi ancak ¢ok yavasti ve
biiyiik miktarlarda malzemeye gereksinim duyulmaktaydi. Ilk otomatiklestirilen
amino asit analiz makinesinin taniminda 1958 yilinda en yiliksek tanimina ulagmis
olan amino asitlerin iyon degisim kromatografisi iizerine MOORE ve STEIN
calismasi ile atihm gergeklestirildi. Cagdas makineler bir analiz i¢in gerekli olan

zamani | saatin altina ve gerekli olan protein miktarin1 da 1 pg altina digiirdii.

Giliniimiizde protein zincir analizlerinin yontemleri dylesine iyi geligsmistir ki herhangi
bir polipeptid zincirinin aminoasit sirasinin belirlenmesi i¢cin zaman veya maliyetin

disinda higbir engel yoktur [3].

2.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimlerin bir kismi1 basit proteinlerdir, bunlarin katalitik aktivite gosteren kismi
polipeptid zinciridir. Pepsin, tripsin ve iireaz enzimleri bu ¢esit enzimlere Ornektir.
Diger bir kisim enzimler ise bilesik proteinlerdir. Yapilarinda protein kismina ek
olarak, protein olmayan kofaktér denilen kiiciik molekiillii bir grup daha bulunur.
Kofaktor, proteine siki bir sekilde bagh ve disosiye olmuyorsa prostatik grup,

gevsek bir sekilde bagli olup disosiye olabiliyorsa koenzim adini alir [7].

Kofaktor denilen ve protein olmayan birimin olmamasi durumunda enzimlerin
cogunun katalitik aktiviteleri kaybolur. Bu durumdaki bir enzimin aktif olmayan
birimine apoenzim, kofaktorii igeren aktif enzime haloenzim denir [8]. Kofaktor
organik yapili ise koenzim, metal iyonu ise aktivator veya anorganik kofaktor
olarak adlandirilir. Aktivator etkisi gosteren metal iyonlari, krom, kobalt, bakir,
mangan, iyot, molibden ve ¢inkodur [7]. Metal iyonlar1 bazi durumlarda aktif enzim
ile cok siki bir sekilde baglanmaz ve kolay bir sekilde uzaklastirilabilir. Diger
durumlarda metal iyonlar1 enzim yapisi ile biitiinlesmis pargalar olup izolasyon ve
saflagtirma islemleri boyunca yapida kalirlar. Metal iyonlar1 insan viicudundaki

enzimler i¢in ¢ok 6nemli olup ayn1 zamanda saglik agisindan gereklidirler [9].

Enzimlerin koenzim kismi protein kismina gore daha dayaniklidir. Baz1 koenzimler

niikleotid yapilidir, niasinamid-adenin di niikleotid, niasinamid-adenin di niikleotid



fosfat bunlara 6rnektir. Bazi koenzimler ve prostetik gruplar B grubu vitaminlerinden
biriyle beraber bulunurlar, 6rnegin a-keto asitleri dekarboksile eden enzimlerin

koenzimi, tiaminpirofosfat ve transaminazlarin koenzimi pidoksal fosfattir.

Enzimin etki ettigi maddeye substrat denir. Koenzim veya prostatik grup enzimin etki
edecegi kimyasal reaksiyonu, apoenzim ise hangi substrata etki edecegini tayin eder.
Ornegin koenzimi niasinamid-adenin di niikleotid olan enzimler dehidrojenleme
reaksiyonlarmi kataliz ederler, hidrojenin hangi substrattan ayrilacagin1i apoenzim

belirler [7].

2.3. Enzim Mekanizmasi

2.3.1. Aktif Merkez (AKtif Site)

Tim enzimler proteindir ancak tiim proteinler enzim degildir. Aradaki fark,
enzimlerin katalitik aktivitesinin olmasidir. Katalitik aktiviteden sorumlu olan enzim
yapisinin parg¢asi, enzimin “aktif sitesi” olarak adlandirilmaktadir ve genel olarak

enzimin toplam hacminin sadece % 10-20’sini olusturmaktadir [10].

Enzimin aktif merkezi, substrati veya varsa prostatik grubu baglayan ve bag
olusumunda ya da ayrilmasinda direkt olarak rol oynayan katalitik gruplara katkida

bulunan bdlgedir.

Bir enzimin aktif merkezi bir nokta, bir hat veya bir diizlem seklindedir. Lineer
aminoasit sirasinin farkli bolgelerinden gelen gruplardan olusmus ti¢ boyutlu karisik
bir yapidir [9]. Aktif merkez, enzim reaksiyonunu yerine getiren aminoasit yan
zincirlerinin bir sirasint igeren hidrofil yarigidir. Enzim aktif merkezi, enzim
reaksiyonlarinda katalizorliige yardimci olan bir veya daha fazla kofaktorii baglar

[10].

Bir substratin enzimlerin aktif merkezine uyumlu bir yapida olmas1 gerekir. Protein
substratin 6zgiil bir kisminin aktif bolgeye uymasit peptid bagimin hidrolizi ile
sonuclanir. Aktif bolgenin substrata yiizde yliz uymasi halinde anahtar kilit modeli
meydana gelir. Daha genel olarak substratin baglanmasi aktif bolgede konformasyon

degisikligine neden olur ve enzim substrati baglayabilir hale gelir [2].



2.3.2. Anahtar-Kilit Modeli

Emil Fisher’in 1890 yilinda tanimladigi anahtar kilit modelinin, katalizorlerin
incelenmesinde olduk¢a dogru ve verimli bir yol oldugu ispatlanmistir. Bu modele
gore enzim (kilit), substrat (anahtar) tamamlayici sekillere sahiptirler ve birbirlerine
uyarlar. Enzim katalizinde ilk ve en kritik basamakta, enzim ve substrat, enzim-
substrat kompleksi (ES) olarak adlandirilan aktive olmus kompleksi olusturmak
tizere birlesirler ve koenzim substrat1 aktive eder. Bu kompleks, bir ya da daha fazla
lrlinlin ortaya ¢iktigi ve sonrasinda enzimin rejenere edildigi bir enzim-iiriin
kompleksini (EP) olusturmak {izere asagida gosterilen reaksiyonlara gore bir

kimyasal degisime ugrar [9].

E + S <> ES (2.1

(Enzim) (Substrat) ( Enzim-Substrat Kompleksi)

ES — EP — E + P (2.2.)

( Enzim Uriin Kompleksi ) (Enzim) (Uriin)

Anahtar kilit modeline gore © ES * kompleksinin olusum ve ayrigma mekanizmasi

Sekil.2.1 de goriilmektedir [7].

substrat Rieaksipon Uriinler

MLHOA

Aktif Eompleks

VARG A" ALY
Enzim Enzim-Substrat Enzim
Eomplekst

Sekil 2.1. ‘ES’ Kompleksinin Olusum ve Ayrisma Mekanizmasi



2.3.2.1. Enzim Substrat Etkilesimleri

Enzim katalizorliigiiniin 6nemli 6zelliklerinden bir tanesi, yiiksek spesifik kovalent
olmayan enzim substrat baglama etkilesimlerinin nedeniyle meydana gelen, onun
yiiksek substrat segiciligidir. Bununla birlikte enzim ve substrat arasinda gergek
kovalent baglarda olusabilir. Asagida enzimler tarafindan yararlanilmakta olan

enzim-substrat etkilesimlerinin dort tipi verilmektedir [10].

1. Elektrostatik etkilesimler : pH 7 ve civarinda sulu ¢ozeltiler iginde yiiklii
olan iyonize edilebilen fonksiyonel gruplar1 igeren substratlar, enzim aktif
merkezindeki zit yiiklii aminoasit yan zincirlerine, elektrostatik etkilesimler yoluyla

baglanmaktadir.

2. Hidrojen baglama : Hidrojen baglari, elektronlarin tek bir ¢iftini iceren bir
hidrojen bag1 vericisi ile bir asidik hidrojen iceren bir hidrojen bagi alicist arasinda
olusturulabilir. Bu etkilesimler polar substrat fonksiyonel gruplarinin baglanmasi igin
genis Olciide kullanilmaktadir. Hidrojen baginin giicii, etkilesen gruplarin kimyasal

yapis1 ve geometrik hizalanmasina baglidir.

3. Polar olmayan (Van der Waals) etkilesimler : Van der Waals etkilesimleri,
substrat ve aktif merkez arasindaki atomlar arasi temaslardan meydana gelmektedir.
Aktif merkez sekli genel olarak, substratin sekline biiyilk oranda tamamlayici
oldugundan dolayi, Van der Waals etkilesimlerinin miktar1, her bir tek etkilesimin

cok zayif olmasina ragmen (6-8 kj/mol), oldukca 6nemli olabilir.

4. Hidrofobik etkilesimler: Eger substrat bir hidrofobik grup veya yiizey
iceriyorsa ve bu enzim aktif merkezinin hidrofobik tarafina baglandiysa, uygun
baglama etkilesimleri gerceklesebilir. Bu hidrofobik etkilesimler, sulu ¢ozelti i¢inde
kalmaktansa polar olmayan ¢0ziicli i¢ine toplanma ve biriktirmek i¢in hidrofobik
organik molekiillerin egilimleri yoniinden goz Oniine serilebilirler. Bu toplama ve
biriktirme siiregleri, enerji olarak, hidrofobik molekiiller tarafindan bagska tiirlii
bozulacak olan su hidrojen bagi arasi sebekelerinin maksimizasyonu nedeniyle,

uygundur.

2.4. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Bilinen enzimlerin sayisinin hizla artmasi nedeniyle enzimlerin adlandirilmasi ve

siniflandirilmasi i¢in sistematik bir yola ihtiya¢ duyulmustur. Uluslararas1 Biyokimya



Birligi tarafindan kurulan bir komisyon, yeni bir siniflandirma sistemi gelistirmistir
[8]. Buna gore enzimler sistematik olarak etki ettikleri reaksiyon tipine gore alti

sinifa ve her siif alt siniflara ayrilmistir.

1. Oksidorediiktazlar : Biyolojik redoks reaksiyonlarini kataliz eden enzimlerdir. Bu
enzimler CH-OH, CH-NH, C=0, C=CH gruplar iizerine etki ederler ve etki ettikleri

gruplara gore alt siniflara ayrilirlar.

2. Transferazlar : Bazi gruplarin bir bilesik molekiilinden digerine geg¢mesine
kataliz eden enzimlerdir. Bu enzimler metil, formil, hidroksimetil, agil, glikozil,
fosfat, amil ve kiikiirtlii gruplarin yer degistirme reaksiyonlarini hizlandirirlar ve

aktarilan gruba gore metiltransferaz, aminotransferaz gibi alt siniflara ayrilirlar.

3. Hidrolazlar : Ester, glikozil, eter, peptid, asit, anhidrit C-C, C-Halojen, ve P-N
baglarma etki ederek bu bilesiklerin hidroliz reaksiyonlarini kataliz ederler ve etki

ettikleri bag tipine gore alt siniflara ayrilirlar. Alt gruplar asagidaki gibidir.

- Proteazlar (Proteolitik Enzimler) : Polipeptid ve protein zincirlerinin

hidrolizlerini katalizlerler.

- Esterazlar ve Lipazlar : Ester ve lipidleri alkole hidroliz ederler.

- Amidazlar : Cesitli amid ve peptid baglarini hidrolizlerler.

- Karbohidrazlar : Sekerler ya da sekerlerle alkoller arasindaki glikozit baglarini

hidrolizlerler.

- Fosfatazlar : Fosforik asit — ester ve anhidritlerini hidroliz ederler.
4. Liyazlar : Bir organik bilesikteki C-C, C-O, C-S ve C-Halojen baglarinin

ayrilmasini kataliz eden enzimlerdir.

5. Izomerazlar : Molekiil i¢i ¢evrilmeleri, rasemizasyon, epimerizasyon ve cis —

trans izomerizasyon reaksiyonlarini kataliz eden enzimlerdir.

6. Ligazlar : Iki molekiilin yeni C-O, C-N, C-S, C-C baglar1 olusturarak

birlesmesini (kondenzasyon reaksiyonlarini) kataliz eden enzimlerdir [7,9].

2.5. Enzimlerin Kalitesinin Degerlendirilmesi

Enzim kalitesi, aktivite, saflik, kararlilik, formiilasyon ve ambalajlama ile karakterize

edilir. Bu parametreler birbirlerine baghdirlar ancak formiilasyon ve ambalajlamanin



kontrol edilmesi ve sabit tutulmasi kolaydir. Diger parametreler, birbirlerini etkilerler

bu yiizden kalite; aktivite, saflik ve kararliligin bir fonksiyonu olarak diistiniiliir.

2.5.1. Spesifik Aktivite

Bir enzimin en 6nemli kalite kistas1 onun spesifik aktivitesi, yani, onun protein igerigi
ile ilgili olan katalizor aktivitesidir. Spesifik aktivite genel olarak, miligramdaki iinite
(linite/mg) olarak veya daha az saf {iriinler i¢cin gram basina tinite (linite/gram) olarak
ifade edilir [3]. Preparatin katalitik aktivitesi, substrat konsantrasyonu, sicaklik, pH ve
benzeri sartlar altinda substratin harcanma hizi veya iirliniin olusma hizinin
belirlendigi uygun bir deney prosediirii ile belirlenir. Aktivite linitesi umol cinsinden
dakikada harcanan substrat veya olusan liriin ya da mol cinsinden saniyede harcanan

substrat veya olusan iirlin (SI sisteminde Katal) olarak ifade edilir [11].

Spesifik aktivite verileri, ayn1 kaynaktan yiiksek sekilde saflastirilmis olan bir
enziminki ile karsilastirilarak dogru sekilde degerlendirilebilir. Bu sebepten, katalitik

aktivite ve protein tayinleri benzer kosullar altinda 6l¢iilmek zorundadir.

2.5.2. Protein Tayinleri

Protein igerigi, bir enzimin spesifik aktivitesinin tayini ig¢in en Onemli referans
noktast oldugundan dolayi, protein tayininin birka¢ yOnteminden, asagidaki
paragraflarda kisaca bahsedilmektedir. Tiim bu prosediirlerin tamami farkli ilkelere

dayalidir ve enzim proteinlerinin aminoasit kompozisyonlarina baglidir.

2.5.2.1. UV Absorpsiyonu Yontemi

Aromatik aminoasitleri icermeleri nedeniyle proteinler, 270-280 nm’de maksimum
bir absorpsiyon gosterirler. Bir ¢ok saf protein icin, referans degerleri, 10 mg/ml
iceren bir c¢ozeltinin 280 nm’deki absorbansindaki referans degerleri icin
belirlenmistir. Daha fazla kesinlik i¢in, absorbans ayni zamanda daha kisa dalga

boylarinda (235 nm gibi) da 6l¢iiliir.

2.5.2.2. Biuret Yontemi

Bir alkali ¢ozeltisi icinde bakir iyonlar1 ile peptid baglarinin reaksiyonu, fotometrik
olarak belirlenebilen mor renkli bir kompleks ortaya ¢ikarir. Renkteki yogunluk,

protein konsantrasyonun lineer bir fonksiyonudur.
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2.5.2.3. Lowry Yontemi

Bu metod Folin Ciocaltea fenol ajaninin (fosfomolibdik-fosfotungistik asit) tirosin ve
tripotan tortular1 tarafindan indirgenmesi ile proteinlerin biuret reaksiyonunun
birlesmesinden olusur. indirgeme bakir protein kompleksi ile saglanir. Bu ydntem ¢ok
hassastir ve bir ¢cok bilesenden etkilenir. Yontem, bu sorunlarin iistesinden gelmek,

absorbans ve protein icerigi arasindaki lineer iliskiyi elde etmek i¢in degistirilmistir.

2.5.2.4. Protein Boya Baglama Yontemi

Boya kullanimi ile protein konsantrasyonlarini saptamak esasina dayanan bir yontem
olan ve BRADFORD tarafindan yayinlanan protein boya baglama yontemi,
giinimiizde 6ne c¢ikmistir. Bu metod, Coomassie Parlak Mavi G 250 boyasinin
proteini baglamasi ile olusturdugu maksimum absorbansin 465-595 nm arasi

degisimine dayalidir.

2.5.2.5. Kjeldahl Analizi

Renge dayali teknikler olusturulmadan 6nce, ampirik bir etken kullanilmasiyla azot

iceriginden, protein konsantrasyonun hesaplanmasiyla olusan bir yontemdir.

2.5.3. Kirletici Faktorler

Kirletici faktorlerin, yani orijinal malzemenin i¢inde diger enzimlerin varligi,
enzimler i¢in ¢ok onemli bir kalite kistasidir. Bu genel olarak ana enzimin aktivitesi
ile iliskilidir ve yiizde olarak ifade edilir. Mutlak tutar genel olarak ¢ok kii¢iik oldugu
icin, protein agirligi (mg olarak) halinde ifade edilemez ve bdylece enzim
preparatinin biitiinsel spesifik aktivitesini etkilemez. Bir enzimin 6zel uygulama

alanlarinda, kesinlikle farkli safsizliklar taninmlanmalidir.

2.5.4. Kararhhk

Enzim uygulamalarindaki 6nemli diger bir faktor de enzimlerin derisik ya da seyreltik
formdaki ve diger maddelerle karistiktan sonraki kararliliklaridir. Kararlilik,
enzimatik analizler ya da gida kimyasi, deterjan sanayi ve farmasotik amaclar i¢in
kullanilan {irtinlerin iiretilmesi agisindan da biiyiik 6nem tasir. Cogu enzim, cesitli
tuzlar ve koruyucular eklenerek daha uzun siire kararli halde saklanabilirler. Ayrica

analitik amaglar i¢in kullanilacak enzimler +4°C’de saklanir [3].
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2.6. Enzim Izolasyon Kaynaklar1

Enzimlerin izolasyonu i¢in ham maddeler hayvan organlari, bitki malzemeleri ve
mikroorganizmalardir. Enzimler, evrensel olarak canli organizmalar i¢indedir. Her bir
hiicre, kendi metabolik reaksiyonlarimi slirdiirmek {iizere bir ¢ok farkli enzim
sentezler. Hiicre i¢i enzimlerin izolasyonu genel olarak kompleks biyolojik
karigimlarin ayrilmasini igine alir. Diger taraftan hiicre dis1 enzimler genel olarak,

diger baz1 bilesenlerle beraber ortama konulurlar.

2.6.1. Hayvansal Kaynaklar

Hayvan organlari, enzim aktivitesinin korunmasi i¢in, diisiik 1sili bir ortamda
tasinmak ve muhafaza edilmek zorundadir. Organlar dondurulmadan 6nce, yagdan ve
baglant1 dokularindan arindirilmis olmalidir. Donmus organlar, genel olarak et
sanayinde kullanilan makinelerle kiyilabilir ve enzimler bir tampon ¢ozelti ile
cikarilabilir. Ayrica mekanik 6giitme ve enzim sindirimi de kullanilabilir. Organlara
bagli olan yag, sonraki saflastirma adimlarinda organik c¢oziiciiler ile ortadan
kaldirilabilir. Ancak, enzim aktivitesi, bu uygulamadan olumsuz olarak etkilenebilir

bu yiizden yaglar daha 6nceden ayrilmalidir.

2.6.2. Bitkisel Kaynaklar

Bitki malzemesi, ¢esitli ezici veya oOgiitiiciilerle elde edilebilir ve istenen enzimler
tampon c¢ozeltilerle ortaya cikarilabilir. Hiicreler aym1 zamanda litik enzimlerle

onceden islemle bozulabilir.

2.6.3. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar, enzimlerin Onemli bir kaynagidir. Genetik ve protein
mihendisligi kapsaminda gelistirilmis yeni tekniklerin, enzim sanayisine katkisi
biiyiiktiir. Bir gen, ilgili organizmanin, dogal olarak onun iiretmedigi bir proteini
iretmesini saglamak {izere, bir mikroorganizmaya transfer edilebilir. Ya da, bir
mikroorganizma geninin modifikasyonu proteinlerin daha kolay izole edilebilecegi ve
saflastirilabilecegi sekilde proteinlerin 6zelliklerini degistirebilir. Bu tiir degisiklikler,
hiicre i¢i enzimlerin malzemeye karismasina neden olabilir, net yiikii degistirir ve
bundan dolayi, proteinlerin kromatografik oOzellikleri degisir veya birlestirilmis

proteinlerin olusumuna neden olabilir [3].
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3. PROTEAZ ENZIiMi VE OZELLIKLERI

3.1. Proteazin Yapisi ve Islevi

Enzim siniflandirilmasinda hidrolaz grubunda yer alan proteazlar, proteinlerin peptid
baglarin1 uygun kosullar altinda 6zel olarak hidrolize eden enzimlerdir. Proteazlar
bunu, polipeptid zincirlerinde bulunan amid baglari1  hidrolizleyerek
gerceklestirirler. Proteazlar ayni zamanda proteinaz ve peptidazlar olarak da
bilinirler. Proteazlar alinan besinlerdeki proteini parcalamakta kullanildiklar1 igin
tiim hayvanlarin sindirim sistemlerinde ¢ok énemli bir role sahiptirler. Ayn1 zamanda
mide ve pankreasta biiyiilk miktarlar halinde iiretilmektedirler. Proteazlarin farkli
tipleri, hidrolitik amagclarin genis bir g¢esitliligi i¢in viicudun her yerinde
iiretilmektedir. Onemli olarak, kan sivilastirma akislarini ayarlamada ve bagisiklik
sisteminin faal hale getirilmesinde de kullanilirlar. Tiim canlilar proteaz enzimine
ithtiya¢ duyarlar bu yilizden proteaz enzimi bakteri, maya ve bitkiler tarafindan da

uretilmektedir.

Proteazlarin reaksiyonlarinda bazi ortak 6zellikler vardir. Bu reaksiyonlarin hepsinde
polipeptid zincirinden bir par¢a koparilir ve suyun OH grubuna transfer edilir. Bu
genellikle bir acil grubudur. Reaksiyon asagidaki gibidir. Proteazlar, polipeptid
zincirlerini iki farkli bolgeden koparabilirler. Zinciri ucundan koparma olayina “ekzo

ayirma”, ortasindan ayirma olayina da “endo ayirma” denir [10].

o)

[ o
~C-NHR — —C —OH +RNH; (3.1)
(Acil)

Diger enzimler gibi, proteazlar da protein yapisindadirlar. Tim proteazlar pH,
sicaklik, iyon gereklilikleri, spesifiklik, aktivite ve kararlilik yoniinden karakteristik

ozelliklere sahiptirler. Bu 6zellikler hidroliz edilecek olan peptid baginda bulunan
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aminoasitlere baglidir. Bu biyokimyasal parametreler, bir proteazin uygulanma

alanm belirler [3].

3.2. Proteazlarin Siniflandirilmasi

Proteazlar, kaynaklarima (hayvan organlari, bitki, mikroorganizma), katalitik
aktivitelerine (endo peptidaz veya ekzo peptidaz) ve aktif sitelerinin yapisina goére
(serin, sistein, aspartil, metallo) siniflandirilirlar. Enzim terminolojisi ile ilgili olarak
EC (Avrupa Birligi Komitesi) sisteminde, tiim proteazlar (veya hidrolazlar), ekzo

peptidazlar ve endo peptidazlar olarak bolinmiistiir.

Endo peptidazlarin dort ana smifi: serin proteazlar, sistein proteazlar, aspartil
proteazlar ve metallo proteazlardir. Isimlerinden de anlasilacag: gibi, serin, sistein ve
aspartil proteazlar, katalitik sitenin 6nemli bir parcasi olarak sirasiyla serin, sistein ve
aspartil asit yan zincirlerine sahiptir. Bu yan zincirin degisimi veya bloke edilmesi
genel olarak enzimin tam olarak inaktif hale gelmesine neden olur ve
mikroorganizmalarin yeni bir soyu tarafindan iiretilen bilinmeyen bir proteazin

yapisinin belirlenmesinin standart bir yoludur.

Ekzo peptidazlar her zaman bulunabilirler ancak ticari iirlin olarak daha az
mevcutturlar. Ciinkli bunlardan bir ¢ogu hiicre i¢idir. Katalitik sitenin yapisina gore
karboksi peptidazlar, serin karboksi peptidazlar, metallo karboksi peptidazlar ve
sistein karboksi peptidazlar olarak ayrilirlar. Bir ¢ok ticari proteazlar, 6zellikle de
mantarlardan olanlar, karboksi peptidaz faaliyetinin 6nemli bir miktarmi igerirler.
Ekzo peptidaz alt grubu, dipeptit substratlari igin spesifik olan dipeptit hidrolazlar
icerir. Sonu¢ olarak bunlar amino veya karboksi peptidazlar olarak

siniflandirilamazlar [12].

3.2.1. Serin Proteazlar

Serin proteazlar, serin tortusuna ve alkalin pH degerlerinde maksimum aktiviteye
sahip olan endo peptidazlardir. Bu enzimler, katalizore kovalent baglarla baglanmis
aktif site serin tortusu tarafindan karakterize edilmektedir. Bunun en bilinen 6rnekleri
tripsin, kimotripsin ve alkalin kosullarda aktif olan bakteri proteazlardir (Subtilisin,

alkalaz v.b). Serin proteazlardaki katalitik alan dort ana elemandan olusur [3,10].
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- Katalitik ii¢ degerli bir atom gibi uyum i¢inde hareket eden, aktif site serin’e (ser
195), katalizorlikte histidin (His 57) ve aspartat (Asp 102) tortusu, yardim
etmektedir.

- Bir oksianyon baglayic1 site(Asn 155)

- Amid ana zinciri Ser 221

- Ozel substat icin diger baglayici sabitleyiciler [13].

Polipeptid zincirlerinde, aromatik aminoasitler (phe), Tirosin (tyr) veya triptofan
(trp) dan sonra spesifiklik gosteren bir 241 aminoasit endo proteazi olan kimotripsin,
serin proteazlarin en iyi karakterini gosterir. Bu segicicilik, substratin aromatik yan
zinciri ile katalitik siteye yakin yerlesmis hidrofobik baglama grubu arasindaki
uygun hidrofobik etkilesimden kaynaklanir. a-Kimotripsin’in katalitik mekanizmasi
Sekil 3.1°de gosterilmektedir. Bu mekanizma, Aktif site Ser 195 in, tetrahedral
oksianyon ara {iriinii olugturmak iizere amid karbonile saldirdig1, kovalent katalizinin
klasik bir 6rnegidir [10]. Substrat , N-a¢il amino hidrojen bagininin Ser 214 karbonil
grubuna baglamasi ile, enzimin spesifiklik paketine baglanir. N agil amino
zincirindeki diger tortular mevcut olan alt siteleri baglar. Tepkisel karbonil grubu,
Ser 195 ve Gly 193’un arka NH gruplar arasindaki oksijen ile bir arada dururlar.
Bununla birlikte, oksijen ve Gly-193 arasidaki hidrojen baginin uzun ve zayif olmasi
olasidir. Reaksiyondaki ilk kimyasal adim, tetrahedral ara iirlinii olusumudur. Bu
sirada, hidroksildeki proton His 57°nin imidazoluna tasinmaktadir. Ser 195 ile
karbonil karbonu arasindaki bag meydana gelirken, C=0O bag:1 tek bir bag olmak
lizere uzar. Negatif bir yiik tasiyan oksijen, daha kisa ve daha kuvvetli hidrojen bagi

olusturacak sekilde Gly 193’iin NH’1na daha da yaklagir [14].

Subtilisin gibi Bacillus bakteri tiirlerinden iireyen alkalin serin proteazlar pH 7-11
araliginda aktiftirler. Bu proteazlar deterjan katki maddeleri olarak kullanilirlar ve

ticari anlamda biiyiik 6nem tasirlar [3, 13].
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Sekil 3.1. a-Kimotripsin Mekanizmasi

3.2.2. Sistein Proteazlar

Sistein proteazlar, serin proteazlar gibi tiyol yan zinciri , kovalent bir katalize dahil
olmus olan, bir aktif site sistein tortusu ile karakterize edilmektedir. Sistein
proteazlari, sindirim amaglart i¢in daha az siklikta kullanilan enzimlerin genis bir
ailesi olup, daha sik olarak hiicresel proteinlerin doniislim siireci i¢in kullanilan hiicre
i¢ci proteazlar olarak kullanilmaktadirlar. Tiyol proteazlari dogada genis olarak
bulunmaktadir. Bitkilerden elde edilmis en bilinen sistein  enzimleri, papain
(papaya), fisin (incir), bromelain (ananas) ve aktinidin (kivi) dir. Aktif sitede sistein
tortusuna sahip olacak, sekilde evrim gecirmis olan bes tane iist aile daha vardir.
Bunlar kalpain, klostripain, pikornavirus proteaz, streptococcal proteaz ve interkukin
1 B doniigiim enzimidir. Bunlarin ortak 6zelligi, uyum i¢inde hareket eden bir sistein
ve bir histidin tortusunun varligidir. Bu enzimlerin mekanizmasinin, serin
proteazininki ile 6nemli 6lglide benzer oldugu basta diistiniilmiistii. Bunun nedeni bir
deasilasyonu takip eden, bir a¢il enzimin olusturulmasi i¢in bir histidin genel bazli
katalize sistein ataginin olmasiydi. Ancak, tiyol niikleofilerin genel baz kataliz
tarafindan aktif hale getirildigi yolunda kimyasal modellerden hig¢bir kanit yoktur
[14]. Sistein i¢in Onerilen mekanizmaya drnek olarak papain’in mekanizmast Sekil

3.2°de verilmistir.
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Bu enzimlerin, hafif azaltict maddelerin varliginda saflagtirilmasit ve islenmesi
gerekmektedir. Ciinkii aktif site tiyolu oksidasyona olduk¢a uygundur. Aktif site
sisteini, gii¢lii bir civa siilfiir bagin1 olusturmak suretiyle islev gosteren bir organo
civa bileseni olan p-kloro civa benzoat gibi sistein yonetimindeki reaktifler

tarafindan kolaylikla degisime ugratilir [10].

Hi His1s9
1S159 Cysss
Cysas ==
— - H+N NH -g
HN__N H-g = k
~7 (@)
_NH ')
R' san
NHR\—‘\‘ +
NH3
His{s9

Hisis9 Cysas (I-;YSZS
< Cyszs R'NH: N =\ ) N—
o

HiS159
His1se Cysas

S e
hd L O~ Glny7 — HO
HO _‘.HMN il
. N RNH \—\F +
NH3

Sekil 3.2. Papain Mekanizmasi

3.2.3. Metallo Proteazlar (Cinko Proteazlar)

Bunlarin grup adindan da anlasildig: gibi, aktif sitede, pozitif yiiklii bir metal iyonu
(genellikle Zn?") bulunur [13]. Cinko baglama sitesinin yapisina gore siniflandirilmig
olan bes ayr1 ¢inko proteaz ailesi mevcuttur. En bilinen {iyesi, tek ¢inko atomu igeren
bir metallo enzim olan, sindirim enzimi biiylikbas hayvan pankreas karboksil
peptidazi A’dir. Bu enzim, polipeptit substratlardan aminoasitlerin hidrolizini

katalize eden bir ekzopeptidazdir ve bu fenilalanin gibi biiyiik hidrofobik amino
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asitler i¢in spesifiktir. Yakin iligkili karboksi peptidaz B, lisin ve argin tortularinin
hidrolizini katalize etmektedir. iki enzim yapisal olarak neredeyse benzerdir fakat B

bi¢imi, substratin pozitif yiiklii yan zincirini baglayan bir aspartat tortusuna sahiptir.

Diger iyi bilinen ¢inko proteazlar sunlardir: collagenaz, angiotensin-enzimi (kan
basincinin diizenlenmesinde onemlidir), kendi tek polipeptit zincirinde 316 tortu
iceren , bakteri endo peptidazi olan, termolisin, ve hiicre duvari metabolizmasinda
karboksi peptidasyon ve trans peptidasyonu katalize eden bir D-alanil D-karboksi

peptidazi olan Streptoyces tiiriinden Zn 21 G proteazidir.

Cinko proteazlarin kimyasal mekanizmalari tartismalidir. Ciinkii, ara irlinii igin
higbir dogrudan kanit yoktur ve Zn?* iyonu bir substratin C=0 grubunu polarize
edecek bir elektrofil olarak veya metal baglh niikleofilik OH iyonlarinin bir kaynag:
olarak hareket edebilir [14].

Metallo proteazlar sanayi sektoriindeki mikrobik proteazlarin 6nemli bir smifidir.
Notr bakteri proteazlar bu gruba dahildir. Bacillus thermoproteolyticus tiiriinden elde
edilen termolisin enziminde, Zn?" pozitif yiiklii iyon ii¢ atom baglayici ile His 142,
His 146 ve Glu 166 ya baglanir. Ayn1 sekilde, metallo proteazlar, Glu 143, s6z
konusu peptid baginin karbonil karbonu iizerinde bir su molekiiliiniin saldirisinin

baslatilmasiyla katalizore katilir.

Bacillus subtilis ve B. amyloliquefaciens’den nétr proteazlar, dort adet tortu ile, yani
Asp 138, Asp 185, Glu 190 ve Asp 191, bagh olan Ca®" pozitif yiiklii iyonlarim
gerektirmektedir. Bu sitelerin proteaz enziminin i¢inde bulunmasi enzime, isiya

dayaniklilik ve termo kararlilik 6zelligi kazandirmaktadir [13].

Bu enzimler, metal iyon kofaktdriiniin ortadan kalkmasma veya inaktiflige neden
olacak sekilde, EDTA gibi metal tepkimesi maddeleri ile isleme tabi tutulma ile
diger siniflardan kolaylikla ayrilabilirler [10].

3.2.4. Aspartil (Asit) Proteazlar

Aspartil proteazlarimin bu sekilde isimlendirilmesinin nedeni, bunlarin katalitik
olarak 6nemli aspartat tortularina sahip olmalaridir. Aspartil (veya asit) proteazlar,
karboksilat yan zincirlerinin katalizde bulundugu iki aktif site aspartat tortusunun
varligr ile karakterize edilmektedir. Bunlar daha Once asit proteazlar1 olarak

adlandirilmiglardir, bunun nedeni bu enzimlerin diisiik pH degerlerinde aktif
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olmalaridir. Ailenin en iyi bilinen tiyesi, isimlendirilme ayricaligina sahip ilk enzim
olan pepsindir. Pepsin sindirim enzimi olarak midede salgilanir. Diger tiyeler ,
kathepsin D, rhizopus pepsin, penisilinopepsin ve kan basincinin diizenlenmesinde
yer alan renindir. Aspartil proteazlari, muhtemelen, proteaz enzimlerinin en kiigiik
smifidir. Ancak, AIDS tedavisi i¢in gerekli HIV-1 viriisiiniin 6nemli oranda aspartil
proteaz enzimi igerdiginin kesfedilmesi ile son zamanlarda 6n plana ¢ikmaktadir.
Ayrica aspartil proteazlar, siit endiistisinde ve peynir mayalama isleminde
kullanilanilirlar. Aspartil proteazlarin tepkime mekanizmasi tiim proteazlar i¢inde en

belirsiz olanidir ve yonlendirme i¢in basit kimyasal modeller yoktur [10,13,14].

3.3. Mikrobiyal Proteaz Enziminin Kullanim Alanlari

Sanayi proteazlari, bir sinif olarak, sanayi enzimlerinin en genis kategorisini temsil
etmektedir. Bakteri proteazlar toplam sanayi proteaz cirosunun % 60’11 temsil
etmesinden dolay1 bu alanin en énemli parcasidir. Mikrobik peynir mayasi ve mantar

proteazlar ise sirastyla % 5 ve % 1 gibi kiigiik bir rol oynamaktadirlar [13].

Mikrobik proteazlar, genellikle bakteri ve kiiflerin kiiltlirlerinden izole edilmis olan
enzimlerin degisik tiplerinin karmalaridir. Bu enzimler, optimum pH ve optimum

sicaklik degerleri ile birbirlerinden ayrilirlar.

Bakteri proteazlar, enzim aktivitesinin maksimum oldugu pH degerlerine gore asidik,
notr veya alkalin olarak smiflandirilirlar. Bakteri proteazlarin n6tr ve alkalin olan iki
tipi ticari bakimdan 6nemlidir. Bunlar birbirlerinden pH araligi, kararlilik ve aktif

merkez yapist bakimindan ayrilirlar.

Subtilisin gibi alkalin bakteri proteazlar pH 7-11 araliginda aktiftirler ve 6zellik
olarak sadece az degisimler gosterirler. Bunlarin katalizor olarak aktif serin tortular
vardir ve geri doniilemez sekilde alkilleyici maddeler tarafindan inhibe edilirler ve
deterjanlarda kullanilirlar. N6tr bakteri proteazlar pH 6-9 araliginda aktif olan metallo
enzimlerdir. Bacillus subtilis, B. thermoproteolyticus ve Streptomyces grieus
tirlerinden elde edilen enzimler ndtr bakteri proteazlara Ornektir. Ticari enzimler,
gram basina 0,5-2 Anson birimlerinde nisastali veya tuzlu olarak standartlastirilmis
tozlu bi¢cimlerde veya dengeli ¢ozeltiler halinde piyasada bulunurlar. Bunlar deri
sanayinde, biracilikta ve protein hidroliz iiriinlerini kapsayan ¢ozeltilerin {iretiminde

kullanilirlar [3].
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Toplam mikrobik proteaz kullanimmin % 89’undan fazlasi deterjan katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Ikinci sirada ise, mikrobik proteaz pazarmin % 8’inden daha
azma denk gelen mikrobik peynir mayalar1 vardir. Firincilik ve deri sanayileri i¢in
mikrobik proteazlar igin piyasalarin farkli bir 6zelligi vardir. Yani, firinlar ve deri
islemeciler genel olarak, sadece bir enzim degil ayn1 zamanda da isleme yardimi satin

almaktadirlar [13].

3.3.1. Deterjan Sanayi

Alkalin serin proteazlar, deterjan katki maddeleri olarak kullanilirlar ve sanayi
sektoriindeki mikrobik enzimlerinin en genis hacmini temsil ederler. Deterjan katki
maddesi olarak kullanilan iki ana enzim, Bacillus amyloliquefaciens ve Bacillus
licheniformis bakteri tiirlerinden {iretilen, sirasiyla Subtilisin Novo (BPN) ve

Subtilisin Carlsberg’dir.

Ev ¢amasir deterjani pazarinin yayginlagmasi, tiikketicinin, daha diistik 1silarda yikama
istedigi ve fosfatlar igeren ¢evreyi kirleten tirlin kullanimindan kaginma istegi ile son
yillarda desteklendi. Proteaz kullanimindaki artis, proteaz enzimi iireticilerinden bir
cok sey talep edilmesine neden olmustur. Yani, deterjan lireticilerinin, yeni yiizey
aktif maddeler ve deterjan katkilari ile uyumlu olan ve siipermarket rafinda aktif

olarak daha uzun siire duran mikrobik proteazlara ihtiyaglar1 vardir.

Enzimler, diisiik fosfatli deterjanlarda ve 1lik ve soguk su yikama isilar1 i¢in formiile
edilmis olanlarda, deterjanlarin degerli bir bilesigi olmustur. Yani, sicak yikama i¢in
tasarlanmis olan 6nceki formiilasyonlar, sodyum fosfat, {ic bazli ve yiiksek 1silarda
(60°C iizeri) etkin sekilde aktif hale gelen bir beyazlatma maddesi sodyum perborat
icermekteydi. Fosfat kirlenmesini azaltmak igin cevresel baskilar ve polyester
kumaslarin artan kullanimi nedeniyle, bu igerikler deterjanlarda azaltilmis hatta

kaldirtlmistir [13].

Deterjan ve yikama sivisinin kompozisyonu ve ayni zamanda yikama 6zellikleri, bir
camasir deterjaninin fonksiyonel enzim Ozelliklerini belirlemektedir. Ayrica
deterjanlarda kullanilan enzim aktivitesinin deterjanin raf omrii boyunca kararli
kalmas1 gerekmektedir. Bir enzimin raf 6mrii, sicaklik, pH, su aktivitesi, beyazlatici

ve anyonik yiizey aktif maddeler gibi yap1 bozucu maddelerin varligina baghidir [3].

Bir deterjan i¢indeki mikrobik proteazin ortami, 6nemli derecede zor ve kararliligini

bozucudur. B. licheniformis tarafindan tretilen Subtilisin Carlsberg, enzimin
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deterjanlarda kullanilma sebebi, yiiksek pH degerlerinde ve yiiksek konsantreli
fosfatlarin varliginda goreceli olarak kararli olmasidir. Deterjan proteazlarin ikinci
nesli alkalazlar, sadece sodyum tripolifosfatin varliginda degil ayni zamanda
perboratlar (oksitleme beyazlatma igerikleri) ve yapict maddeler varliginda daha da
yiikksek pH ve 1silara dayandigi i¢in kullanilmistir. Subtilisinlerin hepsi genis bir pH
yelpazesi lizerinde kararli kalirlar (min. pH 5-6, maks. pH 11-12). Benzer sekilde,
hepsi 50°C altindaki sicakliklarda kararli iken, c¢ogu 60°C ile 70°C arasinda yeterli

bir aktivite gostermektedir. Bu yiizden deterjan kullanimi i¢in 6nemli enzimlerdir.

Cevresel amaglarla deterjanlardan fosfatlarin ¢ikarilmasi ve deterjanlara ilave edilen
mikrobik proteazlarin deterjanin raf dmrii boyunca aktifligini korumasi i¢in gereken
sartlar deterjanlarin genel olusumunda biiyiik degisiklige neden olmustur. Daha iyi
fosfatsiz triinlerde kullanilan ylizey gerilimini azaltan maddeler ve beyazlatici
maddeler, iyi bilinen serin proteaz inhibitorleridir. Ozellikle alkil benzen siilfonatlar
gibi anyonik bir sivinin yiizey gerilimini azaltan maddeler, proteazlarin agilmasina
ve yumusamasina neden olmaktadir. Fakat, yeni “yapicilar” zeolitler, silikatlar, NTA
ve EDTA ciddi destabilizatorler olarak bilinmemektedirler [13].

Su anda, belli basli enzim iireticileri, beyazlatici ve fosfat olsun veya olmasin, sivi ve
toz deterjanlarin tiim tiplerinde kullanilmak igin farkli formiile edilmis bir ¢ok proteaz

uretmektedirler.

Toz deterjanlarda kullanim ig¢in, enzimler, kiiglik boncuklar veya graniillere
doldurucu ve baglayict madde olarak formiile edilmekte bazen de balmumu gibi agir

bir malzemeden bir tabaka ile ¢evresi sarilmaktadir.

Ulagim sirasinda oldugu gibi toz deterjandaki enzim pargaciklarinin ayrilmasinin
Onlenmesi i¢in, enzim boncuklarinin pargacik boyutlari, deterjan parcaciklarinin
boyutlarina az veya ¢ok benzerdirler. Dahasi, parcaciklar, yikima sivisi

hazirlandiginda, hizli sekilde ¢6ziinmek zorundadir [3].

3.3.2. Deri Sanayi

Hayvan postlarin1 deriye doniistiirmede proteaz enziminden faydalanilir. Derinin
tiretimi i¢in postlar ve hayvan derilerinin islenmesinde proteazlarin kullanim nedeni
kil ve derinin baglica yapim blogunun protein olmasidir. Kil (sa¢) a-keratinden yani
¢oziinmeyen lifli protein molekiillerinden olusur. Bu protein molekiilleri sistein

tortularini igerirler ve a-helis diizenine sahiptirler. Farkli deri tabakalari, kolajen,
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a-keratin (epidermis) ve bazi elastinlerden olusur. Ayrica, alblimin, globulin,
glikoproteinler ve diger kiiresel proteinleri icerirler. Kolajen, biiyiik miktarlarda,
glicin, alanin, prolin ve hidroksiprolin icerir. Kolajen {iclii helis bi¢iminde
diizenlenmistir. Farkli 6zellikli enzimlerin kullanimi, hayvan derisinin kolajen
olmayan igeriklerinin hidrolizini de miimkiin kilmaktadir. Proteazlar hayvan
postlarint deriye doniistiirmede asagidaki operasyonlarda, en azindan belli bir dlgiide

kullanilirlar.

3.3.2.1. Islatma

Tabakhanede, postlar ve hayvan derileri yiizey etkin maddeler ve anti mikrobik
icerikler i¢inde yikanir ve islatilirlar. Albiiminler ve globiilinler gibi lifli olmayan
proteinlerin ¢ikarilmasi i¢in alkalin proteazlar kullanilir. Bu bir sonraki adim olan
kildan arindirma islemi i¢in Onemlidir. Deterjan sanayi tarafindan kullanilan
proteazlar genel olarak bu amag¢ i¢in uygundur ¢iinkii bunlar, pH’1 10 kadar ¢ikarilmis
1slatma banyosuna dayaniklidirlar. Ayrica bu islem i¢in pankreatik proteaz olan
tripsin de kullanilir. Tripsin igindeki, kii¢iik miktardaki amilaz ve lipaz aktivitesi,

yagli et iceren deriler i¢in avantajlidir [ 13].

3.3.2.2. Kildan Arindirma veYiinden Arindirma

Kildan arindirma daha once hayvan derilerinin, %10 kirecli giiclii bir alkalin
banyosunda birka¢ giin boyunca islatilmasi ile yapilmaktaydi. Simdi ise, alkalin
proteazlarin kullanimigerekli olan kirecin yarisindan fazlasi kullanilmaktadir. Sonug
olarak, derinin son kalitesi iyilestirilmekte ve 6nemli derecede daha az atik su ortaya

cikmaktadir.

Kirecleme, normal olarak % 2 NazS ve % 3 kire¢ kullanilarak gergeklestirilen 18
saatlik bir slirectir. Enzimatik 1slatma, 1slatma hizinin artirilmasi ana amaci ile kireg
banyosu i¢inde 24 saatte gerceklestirilir. Yiinden arindirma, derinin etli kismina
yiinden arindirma boyasinin uygulanmasiyla ve derinin, yiin ¢ekilmeden 6nce 10-20
saat boyunca 20-35°C’de tutulmasi ile gerceklestirilmektedir. Yiinden arindirma
boyasi, hidrath kire¢, sodyum klorit, alkalin proteazlar ve sudan olusmaktadir. ince
yiinlii deriler i¢in kullanilan alternatif bir yontem, etli kisma bir tozun uygulanmasini
ve derilerin 24 saat boyunca 25°C’de tutulmasi gerektirir. Uygulanan toz, sodyum

siilfat ve klorit, amonyum siilfat ve kloritten ayrica mikroorganizmalar tarafindan
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tiretilen notr proteazlardan olugsmaktadir. Islatma ve yiinden arindirma adimlar1 bazen

bir arada yapilabilir [3].

Postun tiiylerden arindirilmasi i¢in mikrobik serine proteazlar pahali olmayan
kimyasallara kars1 rekabet etmektedir. Alkalofilik Bacilli’den elde edilen mikrobik
proteazlarin kullanilmasi teknik olarak kimyasal isleminlerin yerini alabilir ancak bu
maliyeti artiran bir unsurdur. Kirliligin ve is¢i glivenliginin kontrol edilmesinin 6énemi
(hidrojen siilfit dumanlar1) bazi iilkelerde deri sanayinin siireclerini degistirmeye ve
daha rahat gevresel kurullara sahip olan iilkelerde is yapmaya zorlamistir. ilk sebep,
mikrobik proteazlarin kullaniminin artmasina neden olmustur, ancak ikinci sebep

proteaz kullanilmasi i¢in daha yaygin bir se¢imdir [13].

3.3.2.3. Ayirma

Ayirma adiminda, postlarin ve hayvan derilerinin, yumusak ve esnek hale getirilmesi
ve bunlarin tabaklamaya hazir hale getirilmesi i¢in enzimler ve kimyasallar kullanilir.
Baglica tripsin, az miktarda alkalin ve notr proteazlar kullanilmaktadir. pH, sicaklik,
zaman, enzim miktar1 ve enzim prepartinin olusumu gibi ayirma kosullar iiretilecek

olan derinin tipi tarafindan belirlenmektedir .

Yakin gelecekte, enzimlerin sistemlerinin uygulamasi ¢ogalacaktir. Sistemler, farkli
deri tipleri i¢in uygun hale gelecektir ve yapiskan maddeler ve yagin ¢ikarilmasi i¢in
proteaz bazli olanlar disindaki enzim sistemleri de gelistirilecektir. Hatta, enzim
kullanim teknolojisi, basing uygulamasiyla tiim enzimin deriye islenmesi ile

tyilestirilecektir [3].

3.3.3. Peynir Yapim

Aspartil proteaz gurubuna dahil olan, sigir kimosin (rennin) uzun zamandir peynir
yapimu sirasinda siitiin kesilmesi veya pihtilastirilmasi i¢in kullanilmaktadir. Kaynagi

nedeniyle s1g1r kimosin yiiksek fiyathdir.

Alternatif olarak domuzdan elde edilen pepsin, kullanilmaktadir, ancak pepsinin
yiiksek proteolitik aktivitesi peynir 6zl i¢in istenmeyen bir seydir. Bu yiizden, siit
kesme enziminin ¢esitli mikrobik kaynaklar1 aranmigtir. Sigir kimosin’in ihtiva ettigi
aktiviteye yakin olan peynir mayalarinin mikrobik kaynaklari , Rhizomucor miehei,
Mucor pusillus lindt ve Endothia parasitica dir. Ik iki organizma, thermophilic

mantar, tcilinciisii ise bir mayadir. Mikrobik kaynaklar ile sigir kimosin arasindaki
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farkliliklar1 en aza indirgeme ¢abalarina ragmen, farklar, peynir yapimi i¢in sigir

kimosinin tercih edilmesine sebep olmustur.

3.3.4. Bira Yapim

Proteazlar, bira yapilirken fermantasyonda, serbest amino nitrojenin miktarini
artirmak i¢in ezilmis arpa ile su karigimi figisina eklenirler. Proteazlar, bira yapmak
icin ezilmis arpa ile su karigimi figisinda tahil proteinlerini hidroliz eder ve boylece
peptidler ve aminoasitler, fermantasyon sirasinda maya tarafindan 6ziimsenebilir.
Burda kullanilan proteaz enzimi B. amyloliquefaciens’den elde edilen notr metallo
proteazdir. Bu enzimin ana avantajlari, arpa Ozlerindeki serin proteaz
inhibitdrlerinden etkilenmez ve optimum pH ’1 bitkininkine yakindir. Yetersiz serbest
amino nitrojen iceren bitkiler, fermantasyonda yeterince erken gerekli olan alkol

icerigine ulasamaz bundan dolayi biiyiik bir bozulma riski ortaya ¢ikar.

3.3.5. Firinciik (Ekmek Yapimi)

Firinciliktaki iki uygulama igin, mikrobik proteazlar kullanilmaktadir: yiiksek gluten
iceren hamurlarin yumusatilmasi1 ve kraker, biskiivi iiretimi i¢in. Her ikisi iginde

mantar asit proteazlar bu boliimde dnde gelen {iriin olmaktadir.

Birinci uygulamada proteaz, hamur i¢inde elastik bir ag olusturan gliitenin bir kismini
parcalara ayirir. Az miktarda enzim kullanilarak yapilan kiigiik bir hidrolizle, sert,
lastik gibi olan hamur, daha yogrulabilir, stkma ve kalip vermesi kolay bir sekle

doniistirilir.

Mantarlardan elde edilen asit proteazin kraker ve biskiivi liretimindeki islevi birinci
uygulamaya benzerdir. Fakat bu uygulamada, enzim miktar arttirilarak gliiten yogun
bir sekilde hidroliz edilir. Boylece hamur, mayalandirilmasi sirasinda olusan hava
kabarciklarini tutmaz. Sonugta, pistikten sonra ¢itir ¢itir, gevrek bir yapida gelistiren

mayalanmamis bir hamur elde edilir [13].

3.3.6. Tekstil Sanayi

Tekstil endiistrisi enzim alanindaki gelismeleri ¢ok yakindan takip eder. Proteazlar

yiin ve ham ipegin islenmesi sirasinda kullanilirlar.
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3.3.7. Klinik Uygulamalar

Proteazlar uyusturucu maddelerin, kan ve doku oOrneklerinin tahlilinde kullanilir.
Cogu uyusturucu maddenin ana bilesenleri viicuttaki proteinlere baglanir. Alinan
doku proteazla karsi karsiya birakildiginda protein ¢dziiliirken uyusturucu madde

aci18a cikar. Boylece kolaylikla ekstrakte edilir ve analizi yapilir.

3.3.8. Kozmetik ve Ila¢ Sanayi

Kozmetikte proteazlar dis macunlarinda, istenmeyen tiiylerin yok edilmesini
saglayan iiriinlerde ve kontak lens soliisyonlarinda kullanilmaktadir. Ilag sanayinde

ise sindirim sistemini takviye eden ilaglarda kullanilirlar.

3.4. Proteaz Enziminin Karakterizasyonu

3.4.1. Proteaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Formiile edilmis ticari enzim preparatlari, agirlik olarak az miktarda enzim proteinleri
icerirler. Bunlar aktivite temelinde satilirlar. Bu yiizden enzimlerin analitik olarak
aktivite 6l¢timii gergeklestirilmelidir. Proteaz enziminin aktivite dl¢limii, kazein veya
hemoglobin gibi yiikksek subsrat molekiilleri ile belli pH ve sicaklikta
gerceklestirilmektedir. Reaksiyon sonunda, biiyiikk parcalarin TCA ¢ozeltisi ile
cokmesi saglanir. Boylece hidrolize ugrayarak ¢oziilebilir hale gelmis olan protein

miktari, UV spektrofotometrik yontemi ile olgiiliir.
3.4.2. Proteazin Aktivitesine Etki Eden Faktorler

3.4.2.1. pH EtKisi

Biitiin enzimlerin aktif oldugu bir optimum pH aralig1 vardir. Baz1 enzimler genis bir

pH araliginda etkili iken bazilar1 da ¢cok dar bir pH arliginda etkilidirler [2].

Farkli proteazlar, farkli pH’larda optimum aktivite gosterirler. Buna bagl olarak,
proteazlar, genel olarak alkalin, ndtr veya asit olarak smiflandirilirlar. Bu
siniflandirmada kesin smirlar ¢izilemez. Ornek olarak, metallo proteaz Notraz®, bir
notr proteaz olarak isimlendirilir. Alkalaz enzimi ise maksimum aktivite gosterdigi
pH degerlerine gore alkalin olarak goriiliir ve serin proteaz olarak isimlendirilir.

Ancak, bu iki enzimin pH aktivite egrileri kiyaslandiginda, Alkalaz’in, pH 5’in

25



altinda bile 6nemli katalitik aktivite gosterdigi goriilmektedir. Ayni pH degerlerinde,

Notraz’in aktivitesi ise hemen hemen sifirlanmaktadir.

Bu durumda proteazin aktivitesi optimum pH etrafindaki dar bir aralikla
sinirlanamaz. Proteazlar genel olarak, bilinen optimum pH’dan 1-2 iinite farklilik

gosteren kosullarda da, kullanilabilirler.

Optimum pH’1 etkileyen diger bir etken de kullanilan substrattir. Ozellikle, deneyde
dogal 6zelligi bozulmus hemoglobin veya kazeinden baska substrat kullanimi pH

aktivite profilini onemli derecede etkilemektedir [10].

Alkalin bakteri proteazlar pH 7-11 arasinda aktiftirler. Notr bakteri proteazlar yani
metallo proteazlar ise pH 6-9 arasinda aktiftirler [3].

3.4.2.2. Sicaklik Etkisi

Diger enzimler gibi proteazlar da artan sicaklik ile birlikte artan spesifik aktivite
gosterirler, yani, substratin hidrolize ugradigioranda bir artis olacaktir. Reaksiyon
orant hiz sabiti (kca) V& Km.Keat’a baglidir ve Arrhenius esitligini ile belirlenir. Km
(Michaelis-Menten sabiti)’in sicaklikla degisimi, Gibbs-Helmholtz esitligiyle
hesaplanir ve Km, sicakligin artig1 ile genellikle artar. Sicaklik ile Km’deki
degisimlerin etkilerinin ihmal edilebilecegi substrat konsantrasyonlarinda, Arrhenius
esitligine gore belirlenen sicaklik aktivite egrisi, hidroliz reaksiyonunun aktivasyon

enerjisini yaklasik olarak yansitir [12].

Cok yiiksek sicakliklarda, enzimin termal hareketi hizlanir. Bunun sonucunda enzim
sekli ile yapisin1 koruyamaz ve denatlirasyona ugrayarak aktivitesini hizla kaybeder.
Ayni sekilde, diisiik sicaklarda ¢ozeltideki molekiillerin haraketi yavasladigi i¢in
reaksiyon hizi yani aktivite diigser. Boyle bir durum, enzim i¢in maksimum aktiviteyi

gosterdigi sicakligin ortaya ¢ikmasina yol agar [2].

3.4.2.3. inhibitorler

Enzim aktivitesini azaltan maddelere inhibitér denilmektedir. Inhibitdrler karsimiza
iki sekilde c¢ikmaktadir. Bunlar tersinir inhibitorler ve tersinmez inhibitorlerdir.
Tersinir inhibitérler enzimlere tersinir bir sekilde baglanirlar ve diyalizle
ayrilabilirler. Tersinmez inhibitorler ise enzimlerden diyalizle uzaklastirilamazlar.
Enzim ve inhibitdr arasinda genellikle kovalent bir bag olusur. Inhibitdr, substrat

baglanmasini 6nleyerek veya aktif sitenin bazi bilesiklerini yikarak etki eder.
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Tersinir inhibisyon, inhibitorlerin enzimlerle interaksiyonlarima gore yarigmali,

yarigmasiz, yarigmali olmayan, karisik ve kismi inhibisyon olarak siniflandirilirlar
[8].

Proteaz aktivitesinin inhibisyonu iki sekilde gerceklesir. Proteazlar, birkag¢ katalitik
mekanizma ile peptit baglarinin hidrolizine neden olurlar ve bunlarin aktivitelerinin
inhibisyonu, her bir mekanizma smifi i¢in farkli olacaktir. Tersinmez inhibitorler,
aktif site tortularinin kovalent degisimine neden olur ve bdylece bunlar geriye

dondurilemezler.

Tersinir inhibitorler aralarinda kovalent etkilesim olmadan proteaza baglanirlar. Bu
kovalent olmayan inhibitdrler, protein olabilirler veya diisiik mol agirligindaki peptid
analoglar olabilirler. Proteaz ve inhibitdér arasinda olusan kompleks geriye
dondiiriilebilirdir ve soliisyondaki inhibitériin konsantrasyonuna baglidir. Eger,

inhibitdr konsantrasyonu, diyaliz ile azaltilirsa, proteaz tekrar aktivite kazanir [15].

Proteaz enzimini inhibe eden maddelere drnek olarak, EDTA, B-Mercaptol, histidin,
Cu?* verilebilir [16].

3.4.2.4. Aktivatorler

Enzimlerin aktivitesini arttiran maddelerdir. Iki degerlikli metal iyonlari, serin
alkalin proteaz enziminin aktivitesini artirirlar. Yapilan cesitli calismalar da Fe?*,
Zn?*, Cu?*, Mg?*, Ca?*, Co?* gibi metal iyonlar1 proteaz aktivitesini arttiric1 6zellik

gostermislerdir [16,17].

3.5. Bakteriyel Kaynakh Proteaz Enzimi Eldesi i¢in Yapilan Cahsmalar

Proteaz enzimi eldesi i¢in birgok bakteri ¢esidi ile calisma yapilmistir. Ancak
sanayideki kullanim alani genis oldugundan Bacillus bakteri tiirleri ile yapilan

calismalar daha agirliktadir.

Qasim Khalil Bag ve Rani Grupta tarafindan 2003 yilinda yapilan caligmada,
Bacillus mojavensis bakteri tiiriinden proteaz enzimi saflastirtlmis ve Ozellikleri
incelenmigstir. Yapilan calismada elde edilen enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
Q-Sefaroz iyon degistirme kromatografisi islemleri uygulanarak 17.1 kat
saflagtinnlmistir. Elde edilen proteaz enziminin molekiil agirligt 30 kDa olarak

bulunmustur [18].
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Basma Gharbel, Alya Sellami-Kamoun tarafindan 2003 yilinda yapilan g¢alisma
Bacillus cereus bakteri tiirlinden elde edilmis proteaz enziminin O6zelliklerinin
incelenmesi iizerinedir. Yapilan ¢alismada enzimin optimum sicakhigi Ca?*
varliginda 60°C, Ca?" yoklugunda ise 50°C’dir. Enzimin optimum pH’1 8 olarak
bulunmustur. Ayrica Cu?* ve Zn?*’nin enzim iizerinde kuvvetli inhibitor etkisi

oldugu tespit edilmistir [19].

CG Kumar tarafindan 2002 yilinda yapilan c¢alismada, Bacillus pumilus bakteri
tiirlinden proteaz enzimi saflastirilmis ve 6zellikleri incelenmistir. Yapilan ¢calismada
elde edilen enzimin siipernantinin spesifik aktivitesi 11.6 U/mg’dir. Enzim amonyum
stilfat coktiirmesi ve Q-Sefaroz iyon degistirme kromatografisi ve jel filtrasyon
saflagtirma islemleri sonucunda 36.6 kat saflastirnlmistir. Elde edilen proteaz

enziminin molekiil agirhigi 28 kDa olarak bulunmustur [20].

B. Johnvesly ve B. R. Manjunant tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢aligmada Bacillus
bakteri tiirlerinden 1siya dayanikli alkalin proteaz enzimi iiretilmistir. Calismada

iretilen proteaz enziminin aktivitesine etki eden faktorler incelenmistir. Buna gore

2+ 2+

enzim {lizerinde, Mn“"’nin aktivatér, Hg*"’nin ise inhibitdr etkisi oldugu tespit

edilmistir. Ayrica EDTA’nin enzimi ¢ok fazla inhibe etmedigi goriilmiistiir [21].

Boonyaras Sookkheo, Supachok Sinchaikul ve Shui-Thein Chen tarafindan 2000
yilinda yapilan calismada Bacillus stearothermophilus bakteri tiiriinden proteaz
enzimi saflagtirilmistir. Yapilan calismada ii¢ tiir enzim elde edilmistir ve enzimlerin
siipernantlarinin  spesifik aktivitest 10 U/mg’dir. Enzimlere Lisin affinite
kromatografisi ve Q-Hiper D iyon degistirme kromatografisi ve jel filtrasyon
saflagtirma islemleri uygulanarak 1. enzim19 kat, 2. enzim 2.7 kat, 3. enzim 2.6 kat
saflagtirnlmistir. Elde edilen proteaz enziminlerinin molekiil agirliklar1 sirasiyla 36,

53, 71 kDa olarak bulunmustur [22].

Jen-Kuo Yang, Ing-Lung Shih, Yew-Min Tzeng ve San-Lang Wang tarafindan 2000
yilinda yapilan ¢alismada, Bacillus bakteri tiirlinden proteaz enzimi saflagtirilmis ve
ozellikleri incelenmistir. Yapilan calismada elde edilen enzim, Amonyum Siilfat
coktliirmesi, DEAE-Sefaroz iyon degistirme kromatografisi ve jel kromatorafisi
islemleri uygulanarak 37 kat saflastirllmistir. Elde edilen proteaz enziminin molekiil

agirligi 44 kDa olarak bulunmustur [17].
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Uttam Chand Banerjee ve Rajesh Kumar Sani tarafindan 1999 yilinda yapilan
calisma, Bacillus brevis bakteri tiirlinden proteaz enziminin lretilmesi ve iretilen
enzimin camasir deterjani katki maddesi olarak 6zelliklerinin incelenmesidir.
Calismada elde edilen enzim, 25°C’de 288 saat kararliliin1 korumustur. Ayrica
enzim bir kac deterjan markasina uygulanarak Ca®* ve glisin varliginda 60°C’de

kullanim i¢in uygun bulunmustur [23].

C.G Kumar, M.P. Tiwari ve K.D. Jany tarafindan 1999 yilinda yapilan calisma
Bacillus bakteri tiirlerinden alkalin serin proteaz enziminin saflastirilmasi tizerinedir.
Stipernatantin spesifik aktivitesi 10.2 U/mg olarak saptanan c¢aligmada, aseton
coktliirmesi, CM-Sefaroz iyon degistirme kromatografisi ve amonyum  siilfat
coktiirmesi islemleri sonucunda yaklasik 15 kat saflasma saglanmistir. Elde edilen

proteaz enziminin molekiil agirligi 29 kDa olarak bulunmustur [24].

S. Mehrotra ve P.K. Pandey tarafindan 1999 yilinda yapilan ¢alismada Bacillus
bakteri tlirlerinden alkalin  proteaz enzimi Uretilmistir. Bakterilerin, glikoz ve
amonyum iceren pH’1 10.5, sicaklig1 40°C olan besiyerinde, 20 saatlik iireme siiresi

sonunda en uygun sekilde tiredigi gdzlenmistir [25].

Hittu Matta ve Vasu Punj tarafindan 1998 yilinda yapilan ¢alismada Bacillus
polymxa bakteri tiirtinden hiicre dis1 proteaz enzimi saflastirilmis ve Ozellikleri
incelenmistir. Yapilan ¢caligmada elde edilen enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ve
Sefadeks G-100 jel kromatografisi islemleri uygulanarak 40 kat saflastirilmistir. Elde

edilen proteaz enziminin molekiil agirlig1 30 kDa olarak bulunmustur [26].

Jadwiga K. Sierecka tarafindan 1998 yilinda yapilan g¢alismada Bacillus cereus
bakteri tiirlinden nétral proteaz enzimi saflastirllmis ve Ozelllikleri incelenmistir.
Enzim, amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, aseton ¢Oktiirmesi, bio-jel filtrasyon
DEAE-Seliiloz iyon degistirme kromatografisi saflastirma iglemleri uygulanarak 14.5
kat saflagtirilmistir. Elde edilen proteaz enziminin molekiil agirligi 29 kDa olarak

bulunmustur [16].

Kenji Aoki, Kukizo Miyamato ve Ryu Shinke tarafindan 1995 yilinda yapilan
calismada Bacillus bakteri tiirlerinden hiicredisi proteaz enzimi saflastirilmis ve
ozelllikleri incelenmistir. Iki tiir proteaz enzimi elde edilmistir. Amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-Seliilloz iyon degistirme kromatografisi saflastirma islemleri

sonucunda 1. proteaz cesidi 7 kat, 2. proteaz ¢esidi 13 kat saflastirilmistir. Elde
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edilen proteaz enzimlerinin molekiil agirliklar1 sirasiyla 20 kDa ve 21 kDa olarak

bulunmustur [27].

Mustafa Kamal ve Jan-Olov Ho6g tarafindan 1995 yilinda yapilan ¢alismada
Bacillus subtilis bakteri tiirinden Subtilisin enziminin izolasyonu ve oOzelllikleri
incelenmesi iizerinedir. Bu c¢alismada serin ve metallo olmak iizere iki tiir proteaz
enzimi elde edilmistir. Yapilan c¢alismada, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE-
Sefaroz iyon degistirme kromatografisi yapilmistir. Serin proteaz DEAE-Sefaroz
kolonuna baglanmamis, metallo proteaz ise baglanmistir. Bu yontemin, iki enzimi

kromatografik olarak ayirdig1 gézlenmistir [28].

Hisao Shimogaki ve Keiji Takeuchi tarafindan 1991 yilinda yapilan c¢alisamada
Bacillus bakteri tiirlerinden alkalin proteaz enzimi saflastirllmis ve ozelllikleri
incelenmistir. Enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Seliiloz iyon degistirme
kromatografisi saflagtirma islemlerinden sonra 6.2 kat saflastirilmistir. Elde edilen

proteaz enziminin molekiil agirlig1 42 kDa olarak bulunmustur [29].
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4. DENEYSEL CALISMALAR

4.1. Malzeme Metot

4.1.1. Malzeme

. Bakto Tripton, Sigma

. Bakto Soyton, Sigma

. Bakto Agar, Sigma

. Pepton, Sigma

= Et Ekstrakti, Sigma

. Mangan Siilfat (MnSOs), Merck

. Asetik Asit (CH3COOH), Merck

. Trikloroasetik Asit (CCIsCOOH), Carlo Erba
. Sodyum Asetat (CH3COONa), Merck
. Borik Asit (CH3zBOz), Merck

. Sodyum Hidroksit (NaOH), Carlo Erba
. Siit Kazeini (CgH1203N2), Merck

. Amonyum Siilfat [(NH4)2SO4], Sigma
. Hidroklorik Asit (HCI), Merck

. Tris-HCI, Merck

. Trosin, Sigma

. BSA, Sigma

. Distile Su

. Sodyum Kloriir (NaCl), Merck

. Etil Alkol (CH3OH), Merck

. DEAE-Seliilloz Anyon Degistirici, Sigma
. Mavi Bant Siizge¢ Kagidi, Filtrax

. Diyaliz Tiipii, Sigma

. Nessler Reaktifi, Fluka

= Mangan Kloriir, Sigma
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. Demir Kloriir, Sigma

. Kalsiyum Kloriir, Sigma

. Bakir Kloriir, Sigma

. EDTA, Merck

. Akrilamid (CsHsNO), BioRad

. Bis-akrilamid, BioRad

. Tris, Merck

. SDS [C12H2504SNa], Merck

. APS [(NH4)2S20s], Merck

. TEMED, BioRad

. Protein Marker, Fermantas

. Gliserol (C3HsO3), Merck

. -Merkaptol (C2HsOS), Merck

. Glisin (C2HsNO2), BioRad

. Coomassie Blue, BioRad

. (2,2-Bichinolyl-4,4-dikarbonik asit )Na-tuz (BCA), Merck
. Sodyum Karbonat (Na.COz, H.0), Sigma

. Sodyum Tartarat (Na.-Tartarat), Carlo Erba
. Sodyum Bikarbonat (NaHCO3), Sigma

. Bakir Siilfat (CuSO4.5H20), Merck

4.1.1.1. Cihazlar

. Su Banyosu, Julabo

. Santrifiij, Heraus Christ UJ III (25000 devir/dak)
. Hassas Terazi ,Oerling Na 264

= Manyetik Karistirici, IKA-Schiitter-Mas 2

. UV Spektrometre, Hewlett Packard-8452 A

. Etiiv, Elektro Mag

. pH Metre, NEL

= SDS-PAGE Cihazi, EC 120

= Calkalayici, Edmund Biihler

. Otoklav, Hirayama
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4.1.1.2. Tamponlar ve Cozeltiler

Boraks-Sodyum Hidroksit (NaOH) Tamponu 1 (0.135 mol/It) : 30.9 g borik asit
ve 10.8 g sodyum hidroksit 1000 ml distile suda ¢oziiliir.

Boraks-NaOH Tamponu 2 (0.01 mol/lt) (pH 10.5) : 0.135 mol/lt olarak
hazirlanmis Boraks-NaOH tamponundan 74 ml alinarak distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmistir. pH, 0.1 N sodyum hidroksit ile 10.5’e ayarlanmistir.

Boraks-NaOH Tamponu 3 (0.01 mol/It) (pH 9.3) : 0.135 mol/It olarak hazirlanmis
Boraks-NaOH tamponundan 74 ml alinarak distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmistir. pH 0.1 N sodyum hidroksit ile 9.3’e ayarlanmistir.

Tris-HCI Tamponu (0.5 mol/It) : 39.4 gr Tris-HC1 500 ml distile suda ¢6ziilmiistiir.
pH 0.1 N sodyum hidroksit ile 7.2’ye ayarlanmistir.

TCA Karnisim Cozeltisi 1 : 3.140 ml asetik asit, 1.797 g TCA ve 2.994 g sodyum
asetat 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

TCA Cozeltisi (%50’lik) : 50.5 g %99’luk TCA 100 ml distile suda ¢oziiliir.

Sodyum Asetat Cozeltisi (1 mol/lt): 29.937 g sodyum asetat distile su ile 220 ml’ye

tamamlanmustir.

Asetik Asit Cozeltisi (1 mol/lt) : 31.43 ml asetik asit, distile su ile 330 ml’ye

tamamlanmaistir.

TCA Karisim Cozeltisi 2 : 36 ml %50°’lik TCA ¢ozeltisi, 220 ml 1 mol/It sodyum
asetat ¢ozeltisi ve 330 ml asetik asit ¢ozeltisi karistirilarak distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanmaistir.

Kazein Substrat Cozeltisi 1 (%0.6’hk) : 0.6 g kazein 100 ml Boraks-NaOH

tamponu 3 ile ¢oziilmiistiir.

Kazein Substrat Cozeltisi 2 : 50 ml 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi tizerine 3 g
kazein konarak ¢oziilmesi saglanir. Daha sonra 200 ml distile su , 20 ml 0.5 mol/lt
Tris-HCI (pH 7.2) ilave edilerek karisimin pH’1 1 N HCl ile 7.2’ye ayarlanmustir.

Son olarak distile su ile 500 ml’ye tamamlanmistir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (0.1 N) : 0.4 g sodyum hidroksit 100 ml distile suda

¢Ozlilmiistiir.
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Hidroklorik Asit Cozeltisi (1 N) : 8.28 ml hidroklorik asit distile su ile 100 m1’ye

tamamlanmaistir.

Sodyum Kloriir Cozeltisi (3N) : 175.32 g sodyum kloriir tartilarak 1000 ml distile

suda ¢Oziilmiistiir.
Protein Tayini Cozeltileri :

Cozelti A: 1 g BCA, 2 g sodyum karbonat, 0.16 g sodyum tartarat, 0.4 sodyum
hidroksit ve 0.95 g sodyum bikarbonat bir miktar suda ¢oziildiikten sonra pH’1

sodyum hidroksitle 11.25’e ayarlanarak distile su ile 100 ml’ye tamamlanmastir.
Cozelti B: 4 g bakir siilfat 100 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.

Cozelti C: 100 ml Cozelti A ve 2 ml Cozelti B karistirilmistir.

SDS-PAGE Cozeltileri :

. Monomer Cozeltisi : 58.4 g akrilamid ve 1.6 g bis-akrilamid, 200 ml distile

suda ¢Oziilmiistiir.

. 4xYiiriitiicii Jel Tamponu : 36.3 g Tris, bir miktar distile suda ¢oziiliip HCI

ile pH’1 8.8’e ayarlanmistir. Daha sonra distile su ile 200 ml’ye tamamlanmistir.

. 4xY181n Jel Tamponu : 3g Tris bir miktar distile suda ¢oziiliip HCI ile pH’1

6.8’e ayarlanmistir. Daha sonra distile su ile 50 ml’ye tamamlanmustir.
" SDS Cozeltisi (%10) : 10 g SDS, 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir.
. APS Cozeltisi (%10) : 0.1 g APS, 1 ml distile suda ¢oziilmiistiir.

= 2xOrnek tampon : 2.5 ml Y13 jel tamponu, 4 ml  SDS (%10) ¢dzeltisi, 2
ml gliserol, 1 ml B-Merkaptol , 0.0025 g Bromfenol mavisi karistirilarak distile su ile

10 ml’ye tamamlanir.

. Tank tamponu (Yiiriitiicii Tampon) : 3 g Tris, 14.4 g glisin, 10 ml SDS

cozeltisi (%10) karistirilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmustir.

. Coomassie Blue (CBB) Stain : 1 g CBB, 50 ml metanol, 10 ml asetik asit

karistirilarak distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

. Jel Destain : 5 ml metanol, 10 ml asetik asit distile su ile 100 ml’ye

tamamlanir.
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Yiiriitiicii Jel Karistimi (% 10’luk) : 1.67 ml momomer ¢ozeltisi, 1.25 ml 4x
Yiiriitiicii Jel Tamponu, 1.97 ml distile su, 50 ul SDS ¢ozeltisi, 30 pul APS ¢ozeltisi
ve 10 pl TEMED karistirilmistir. TEMED, jeli dokmeden hemen Once ilave

edilmistir.

Yigin Jel Karistimi (% 3°liik) : 0.2 ml monomer ¢ozeltisi, 0.5 ml 4xY18in Jel
Tamponu, 1.26 ml distile su, 20 ul SDS Cozeltisi, 10 pul APS, 5 ul TEMED

kanistirllmistir. TEMED jeli dokmeden hemen once ilave edilmistir.

4.1.2. Metot

Ayirma ve Enzim Saflastirma iglemleri

. Santrifiijleme

. Coktiirme

. Diyaliz

. Iyon Degistirme Kromatografisi

Saflastirilmis enzimin molekiil agirligi tayini i¢in yapilan islem

. SDS-PAGE

4.1.2.1. Santrifiijleme

Enzimler gibi biiylik molekiiller, bir ultrasantrifiij tarafindan yaratilan yiiksek
santrifiij alanlarinda (yergcekiminin 300000 katina kadar) c¢oktiiriilebilir. Enzim
taneciginin ¢okecegi hiz, molekiiliin sekli, bliylikliigli ve ¢6zeltinin viskozitesi gibi
birgok faktdre bagli olsa da, genel olarak molekiil agirhigr arttikga, ¢okme hizi da
artmaktadir. Bu metot, bir enzimi ayirmak icin saflagtirma islemlerinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Ciinkii sadece kiigiik hacimler ultrasantrifiij i¢in uygundur.
Bununla beraber santrifiijleme, ¢okeltileri veya izolasyon sirasinda ¢6ziinmeyen

maddeleri uzaklastirmak i¢in yaygin olarak kullanilir [30].

0.5 mm yaricaplt bir bakterinin ¢okelme oran1 Imm/saat’den daha azdir. Bu yiizden

s1v1 besiyerinden bakterilerin ayrilmasi i¢in en ekonomik yol santrifiij islemidir [3].

Bu c¢alismada santrifiij islemi 12000 ve 20000 devir/dakika hizinda
gerceklestirilmistir.

35



4.1.2.2. Coktiirme

Yiiksek tuz konsantrasyonlar1 proteini ¢evreleyen su molekiilleri tizerinde etkili olur
ve ¢Oziiniirliigii saglayan elektrostatik kuvvetleri degistirirler [3]. Yiikli ve biiyiik
molekiiller saf suda ¢ok az ¢oziiniirliige sahiptir. Iyon ilavesi ile biiyiik molekiil
tarafindan tasinan yiik dagitilarak ¢oziiniirliik arttirilir. Eger iyonik siddet belirli bir
degeri asarsa yiiklii molekiil ¢okecektir. Coktiirme islemi i¢in enzimleri konsantre
eden etkili bir ajan oldugundan dolay1 genelde amonyum siilfat kullanilmaktadir.
Amonyum siilfat, ucuzluk, daha yiiksek ¢oziiniirliik ve bir ¢ok enzim igin zararsiz
olma gibi avantajlara sahiptir. Amonyum siilfat bazen c¢ozeltideki istenmeyen
proteinleri ¢Oktiirerek uzaklastirmaya, bazen de istenilen proteinleri ¢oktiirmeye

yarar [3].

Genelde, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile ulasilan saflik derecesi 10 kattan daha azdir
ama bu metot saflagtirma agamalarinin baslangicinda ¢6zelti hacmini azaltmak igin
kullanilir. Clinkii ¢oktiiriilmiis enzim kiiglik hacimdeki bir tamponda tekrar ¢oziiliir

[30].

Bu c¢alismada, amonyum siilfat kullanilarak yapilan c¢oktiirme islemi sonrasi,

proteinler ¢oktiiriilerek ¢ozeltiden ayrilmistir.

4.1.2.3. Diyaliz

Bir diyaliz membrani, delikli bir elek gibi rol oynayarak, 20000 molekiil agirligina
kadar olan kiiresel proteinlerin ge¢mesine izin vermekte ama daha biiyiik
molekiilleri tutmaktadir. Diyaliz islemi, enzimleri birbirinden ayirmak ic¢in ¢ok sik
kullanilmamakla birlikte, saflagtirma islemleri sirasinda ¢oktiirme isleminden gelen
tuzlari, organik c¢oziiciileri ya da diisiik molekiil agirlikli inhibitorleri enzim

cozeltisinden uzaklastirmada siklikla kullanilmaktadir [30].

Bu ¢alismada 16 mm c¢apinda 60 ml/ft kapasiteli bir diyaliz membran1 kullanilarak
tuzlar uzaklastirilmistir.

4.1.2.4. iyon Degistime Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi zit yiiklerin elektrostatik ¢ekimine baglidir ve protein
molekiillerinin yiikiine dayanan bir yontemdir. Enzim molekiilleri pozitif veya
negatif yiiklii olabilir. Net yiik pH’tan etkilenir ve bu 6zellik proteinleri anyon ya da

katyon degistiricilerden ayirmak igin kullanilir. Iyon degistiriciler genellikle,
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Seliiloz, Sefaroz, Sefadeks v.b malzemelerden olusur [9,30]. En ¢ok kullanilanlar
bir anyon degistirici olan DEAE-Seliiloz ve katyon degistirici Karboksimetil (CM)
Seliilozdur. DEAE grubu [OC2HsNH(C2Hs)2], pH 6-8’de yiiksek pozitif yiikliidiir.
Sonu¢ olarak DEAE-Seliilloz bu simirlar igindeki negatif  yiiklii proteinlerin
kromatografisinde ¢ok yararlidir [8].

Saflagtirma prosediirii boyunca enzim, uygun etkilesmenin meydana gelecegi
(6rnegin, enzim ve iyon degistirici farkli yiiklere sahiptir) diisiik iyonik siddetteki ve
pH’daki bir ¢ozeltideki iyon degistiriciye uygulanir. Iyon degistiriciye baglanan
maddelerin serbest birakilmasi, pH degisimi ile yapilabilir [9,30]. Proteinlerin
kolondan eliisyonu tuz konsantrasyonu degisimi ile de saglanabilir. NaCl
konsantrasyonu yiikseldikge DEAE-Seliiloza baglanan protein, anyon (CI) ile yer
degistirir [8].

Bu calismada DEAE-Seliilloz anyon degistiricisi kullanilarak saflastirma yapilmistir.

4.1.2.5. SDS-PAGE

SDS-PAGE, proteinlerin molekiil agirhiklarinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan ~ bir yontemdir. SDS, hidrokarbon zinciri yuvarlak proteinlerin i¢
kismindaki hidrofobik bolgelere bagli hale gelebilen ve iyonize siilfat grubunu
cevredeki maddeye ¢ikint1 yapar halde birakan bir anyonik deterjandir. Bir ok SDS
molekiilii, bu sekilde tek bir protein molekiiline baglanir, onun dogal seklini
degistirir ve proteinin baslangictaki net yiikiine bakmaksizin ona biiyiik bir negatif
yiik verir. Biiylik ve kii¢iik protein molekiilleri SDS ile birleserek hemen hemen ayni
yiik/kiitle oranina ve ayni bigime sahip olur. Boylece farkli proteinlerin molekiilleri
SDS ile karstiritlip smirlayict gézenek boyutuna sahip bir destek maddesi olan
poliakramid jel icinde elektroforeze tabi tutulursa farkli herbir proteindeki
kompleksler boyutlarina goére ayrilacaktir. Ayrilma islemi proteinlerin siirtiinme
degerlerine baghdir. Molekiil agirligi, biiylik proteinlerin siirtiinme kuvvetleri daha
biiyiik olacagindan jelde daha fazla ilerleyemezler. Her Protein—SDS kompleksinin
boyutu protein molekiiliiniin orjinal boyutuna bagli oldugundan molekiil agirlig:
bilinen marker proteinler kullanilarak oOlgeklendirilebilir bdylece bir proteinin

molekiil agirlig: belirlenir [8].
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4.2. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus Bakterilerinin Ozellikleri

Bacillus subtilis spor halinde toz, toprak, giibre, bitki, hayvanlar, siit ve sularda
bulunan bir bakteri tiiriidiir. Bacillus cereus ise toprak, su, siit ve siit tozunda yaygin

olarak bulunur.

Bakteriler renksiz ve seffaf olduklar icin, sekilleri ve bazi yapr 6zellikleri gesitli
boyama metotlar1 ile incelenebilir. Bu yap1 ozelliklerinin taninmasi ile bakteriler
teshis edilebilir ve siniflandirilabilir. Boyama metotlarinin en 6nemlisi 1884 yilinda
GRAM tarafindan bulunan Gram Metodu’dur. Bu metoda gore bakteriler, gram
pozitif ve gram negatif olmak {izere 2 biiylik gruba ayrilirlar. Gram pozitif tiirleri
saydam zeminle kontrast olusturacak sekilde mor veya mavi rengi alirken, gram
negatif tiirleri ise kirmizi rengi alirlar. Bacillus tiirleri gram pozitiftirler. Bacillus
subtilis tiirtiniin gram boyama metodu ile yapilan incelemesinde ¢comak seklinde kisa

ve ince oldugu gozlenmistir.

Bakterilerin liremesi i¢in besin maddelerine ihtiyaclar1 vardir. Besiyeri, bakterinin
gelismesi ve ¢cogalmasi igin gerekli maddeleri igerirler. Besiyerleri kati, sivi ve 6zel
besiyerleri gibi cesitlere sahiptir. Bakteriler 6zelliklerine gore besiyerlerinde cesitli
sekillerde iiremektedirler. Bacillus subtilis petri kabinda yuvarlak, kuru ve belirgin
halde, Bacillus cereus ise daginik halde liremektedir. Bakteriler sivi besiyerinde
homojen bir bulaniklik olusturacak sekilde tireyebildigi gibi dipte ¢okiintii veya
ylizeyde zar olusturarak da ireyebilirler. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus tiirleri

yiizeyde zar olusturacak sekilde iiremektedirler.

Bakterilerin sivi  besiyerlerinde {remeleri ise c¢esitli asamalardan meydana
gelmektedir. Bakteri sivi besiyerine girdiginde ortama uyum saglamasi i¢in gecen
kisa bir gizli asamadan sonra ikiye boliinerek ¢cogalmaya baglar. Bu agsamadan sonra
tireme hizinin arttig1 asama baglar. Bunu, ¢ogalmanin sabit bir hizla devam ettigi
logaritmik asama takip eder. Daha sonra ortamdaki besinler bittiginden boliinme
hizinin azaldig1 asama baslar. Bu sirada bazi bakteri hiicreleri 6liir. Canli ve 6li
bakterileri hiicreleri arasinda bir denge olusur. Cogalan ve dlen bakterilerin sayisi
ayni oldugundan canli bakteri sayisinin sabit asamasi ortaya c¢ikar. Bu asamada
tireme durur. Bu asamadan sonra 6lii bakteriler fazla oldugundan canli bakteri
sayisinin azalma asamasi ortaya ¢ikar. Bundan sonraki son asamada sayilar1 azalmis

olmakla birlikte bakteri hiicrelerinin bir kismi bakterinin yapisina bagli olarak
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uzunca bir slire 6lmeden kalirlar. Bakterinin 6lmeden kalmasi tiiriin sporlu veya
sporsuz olmasina baglidir. Sporlu bakteriler, son asamada 6lmemek igin spor
sekillerini alirlar. Sporlanma sirasinda besiyerine ¢esitli metabolizma iirlinleri
birakirlar. Bacillus tiirlerinin sporlanma sirasinda ortama biraktigi iiriin proteaz

enzimidir [31].

Bacillus subtilis’in kiiltiir stvilarinda yiiksek konsantrasyonda bulunan iki hiicre disi
proteaz; nétr veya metallo proteaz ve alkalin serin proteaz veya subtilisindir.
Bacillus subtilis’ten elde edilen proteaz enziminin 7-9 araliginda bir optimum pH’1
vardir. Bacillus subtilis’in alkalin proteazi en iyi pH 7-8’de iiretilmektedir. Ancak
pH 9.5-10.5°de kazein lizerinde optimum olarak aktiftir. Bacillus subtilis ve Bacillus

cereus grubu, tibbi ve sanayi kullanimi agisindan énemlidir [13,32].
Enzim tiretilmesi igin Bacillus subtilis’in avantajlarini su sekilde siralayabiliriz:

1) Patojen degildir.
2) Mevcut genetik miihendisligi teknikleri ile yonlendirilebilir.
3) Cok kolay yetistirilebilir.

4) Genis protein tiirlerini salgilama yetenegi mevcuttur [5].

4.3. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus Bakterilerinden Proteazin Kismi

Saflastirilmasi
4.3.1. Besiyeri Hazirlanmasi ve Bakterilerin Uretilmesi

4.3.1.1. Besiyeri Hazirlanmasi
Yapilan ¢aligmada kat1 ve sivi olmak iizere iki tane besiyeri hazirlanmistir.

Kati besiyeri : 15 g bakto pepton, 5 g bakto soyton, 5 g sodyum kloriir, 15 g bakto
agar karisimi 1 litre distile suda ¢oziilerek pH 7.3’e ayarlanmistir. Hazirlanan

besiyeri petri kaplarina ve tiiplere dokiilerek katilagmasi saglanmistir.

Siv1 besiyeri : 5 g pepton ve 3 g et ekstrakti, 1 litre suda ¢oziilerek pH’1 7 ye
ayarlanmigtir. Ayrica sporlandirmayi kolaylastirmasi i¢in 10 mg MnSO4. H20 ilave

edilmistir. Daha sonra otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir.
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4.3.1.2. Bakterilerin Uretilmesi

Topraktan izole edildikten sonra liyofilize edilmis halde saklanan Bacillus subtilis ve
Bacillus cereus bakterilerini iceren ampuller, elmasla ¢izildikten sonra ¢izilen yere
bek alevinde 1s1tilmis bir cam ¢ubuk dokundurularak kirilmistir. Kirilma isleminden
sonra pipetle alinan ¢ok az miktarda sivi besiyeri ile ¢oziillip, siispansiyon haline
geldikten sonra tamamu pipetle gekilerek sivi besiyerine ilave edilmistir. Daha sonra
petri kaplarina hazirlanmis olan kat1 besiyerine azaltma metodu ile ekim yapilmistir.
Azaltma metodu icin once petri kab1 tersten kalemle 4’e boliiniip sonra 1. bolgeye
siispansiyon halindeki bakteri pipetle damlatilip 6ze ile zigzag ¢izerek dagitilmistir.
Daha sonra 1. bolgeden az miktar siv1 2. bolgeye dagitilmis 2. bolgeden alinan 3.
bolgeye dagitilmis ve son olarak da 3. bolgeden alinan 4.bolgeye dagitilmistir. Petri
kaplar1 bir gece boyunca sicakligi 37°C olan etiivde bekletilmistir. Petri kaplarinda
tireyen kolonilerden saf kiiltiir eldesi islemi yapilmistir. Bunun igin tek koloniden
alman bakteri egri kat1 besiyerine ekilip bir gece boyunca sicakligt 37°C olan
etlivde bekletilmistir. Daha sonra egri kati besiyerinden sivi besiyerine ekim
yapilmis ve 2 giin boyunca sicakligi 37°C olan etlivde liremesi saglanmistir. Daha
sonra sivi besiyerinde iireyen bakteriler c¢esitli sartlarda tutularak sporlanmasi

saglanmustir.

4.3.2. Santrifiijleme

Bakterilerin {iremesi ve sporlanmasi sona erdiginde sivi besiyerinden bakterilerin
uzaklastirilmasi i¢in santrifiijleme islemi yapilir. Sivi, santrifiij tiiplerine konarak
12000 devir/dakika’da 30 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ¢oken kisim
atilmistir. Kalan sivi kisim, siipernatantir ve aktivite tayini ve diger saflastirma

islemleri i¢in buzdolabina kaldirilmistir.

4.3.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Santrifiij isleminden sonra elde edilmis olan siipernatant, amonyum siilfat
¢cOktiirmesine tabi tutularak ig¢indeki proteinlerin ¢okerek ayrilmasi saglanmistir.
Coktiirme isleminde Boraks-NaOH Tamponu 3 ve Tris-HCI tamponu kullanilmistir.
¢oktiirme islemi iic kademede gerceklestirilmistir. Ilk kademede % 40°1ik ¢oktiirme
islemi yapilmistir. 100 ml ¢ozelti i¢in 25 g amonyum siilfat ilave edilmistir.
Amonyum siilfat ilavesinden once ¢ozelti sicakliglr 4°C’nin altina indirilmistir ve

ilave edildikten sonra karisim 1 saat boyunca soguk ortamda karistirilmistir. Daha
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sonra ¢ozelti 20000 devir/dakika’da 20 dakika santrifiijlenerek siiziintii ve ¢okelti
kismi ayrilmistir. Siizlintii kism1 S1, ¢okelti kismi tampon ile ¢oziilerek C1 olarak
adlandirilmistir. Aktivite ve protein tayinleri yapilarak S1 ve C1 ¢ozeltileri buzluga

kaldirilmistir. Coktiirme islemine S1 iizerinden devam edilmistir.

Coktiirme isleminin ikinci adiminda S1 ¢o6zeltisi ig¢indeki amonyum siilfat
konsantrasyonu %70’¢ ¢ikarilmistir. Amonyum siilfat konsantrasyonunun % 70
olmasi i¢in 100 ml ¢ozeltiye 44.2 g amonyum siilfat ilave edilmesi gerekmektedir.
Daha once % 40’lik ¢oktiirme icin ilave edilen amonyum siilfat miktar1 ¢ikarilarak
% 70’lik ¢oktirme igin S1 ¢ozeltisi lizerine ilave edilmesi gereken miktar
bulunmustur. Karisim soguk ortamda 1 saat karigtirildiktan sonra 20000
devir/dakika’da 20 dakika santrifiijlenmistir. Siiziintii S2, cokelti tampon ile

¢oziilerek C2 olarak adlandirilmistir.

S2 ve C2 ¢ozeltilerinin aktivite ve protein tayini yapildiktan sonra ¢ozeltiler buzluga

kaldirilmistir. Coktiirme islemine S2 {izerinden devam edilmistir.

Coktiirme isleminin iclincii adiminda S2 c¢ozeltisi igcindeki amonyum siilfat
konsantrasyonu %80’e ¢ikarilmistir. Amonyum siilfat konsantrasyonun % 80
olmasi i¢in 100 ml ¢ozeltiye 52.3 g amonyum siilfat ilave edilmesi gerekmektedir,
daha 6nce % 40’lik ve % 70’lik ¢oktliirme i¢in ilave edilen amonyum siilfat miktari
cikarilarak % 80’lik ¢oktiirme i¢in S2 ¢ozeltisi tizerine ilave edilmesi gereken miktar
bulunmustur. Karistm soguk ortamda 1 saat karistirildiktan sonra, 20000
devir/dakika’da 20 dakika santrifiijlenmistir. Siiziinti S3, ¢okelti tampon ile
coziilerek C3 olarak adlandirilmistir. S3 ve C3 ¢ozeltilerinin aktivite ve protein

tayini yapildiktan sonra ¢ozeltiler buzluga kaldirilmistir.

Tiim numunelerin aktivite ve protein tayini yapildiktan sonra istenilen aktivitenin
cokeltilerde oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle saflastirma islemlerine ¢okeltiler

tizerinden devam edilmistir.

4.3.4. Diyaliz

Diyaliz islemi Bacillus subtilis bakteri tiiri i¢in uygulanmistir. Amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapildiktan sonra toplanan C1, C2, C3 ¢ozeltileri karistirilarak ¢ozelti C4
olarak adlandirilmistir. C4 ¢ozeltisi ve S3  c¢ozeltisi amonyum siilfatin
uzaklastirilmas: amaciyla diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz islemiminden

once diyaliz tlipleri sartlandirilmigtir. Tiipler, 3-4 saat boyunca su ile yikanarak
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gliserin, tliplerden uzaklastirilmistir. Kiikiirt bilesenlerini uzaklastirmak i¢in 80°C’de
% 0.3’likk (agirlik/hacim) sodyum siilfit ¢ozeltisinde 1 dakika kaynatilmistir.
60°C’de 2 dakika sicak distile su ile yikandiktan sonra % 0.2’lik (hacim/hacim)
siilfirik asit ¢ozeltisi ile bir siire temas ettirilmistir. Son olarak sicak distile su ile
yikanarak asit uzaklastirilmistir. Sartlanmis olan tiiplere C4 ve S4 c¢ozeltileri
konularak Boraks-NaOH Tamponu 3’e karst diyalize tabi tutulmuslardir. 1 saat
sonra  diyaliz tamponu degistirilmistir. Saatte bir tampon Nessler reaktifi ile
kontrol edilerek diyaliz isleminin siiresi belirlenmistir. Diyaliz sonrasi her iki
numune santrifiij edilmistir. Diyaliz Oncesi ve sonrasinda aktivite ile protein

degerleri Olctilmiistir.

4.3.5. Iyon Degistirme Kromatografisi

Iyon degistirme kromatografisi, Bacillus subtilis tiirii bakteri ile yapilan caligsma icin
uygulanmistir. Kolon dolgu maddesi olarak DEAE-Seliiloz iyon degistiricisi
kullanilmistir. Bu dolgu maddesi literatiirde proteaz enziminin saflastirilmasinda en
cok kullanilan dolgu maddesidir bu yiizden tercih edilmistir. Kolonun yiiksekligi
60 cm, c¢apt 2 cm’dir. Kolon islem oOncesi Boraks-NaOH Tamponu 3 ile
sartlandirilmistir. Sartlandirma islemine iistten beslenen tampon ile alttan toplanan
tamponun pH’1 aym1 olana kadar devam edilmistir. Daha sonra kolon hizi, 30
dakikada 5 ml fraksiyon toplanacak sekilde ayarlanip numune kolono beslenmistir.
Numune beslendikten sonra ayni seviyeyi koruyacak sekilde kolon isleminin sonuna
kadar kolona Boraks-NaOH Tamponu 3 ilave edilmistir. Biitiin islemler +4°C’de
gerceklestirilmistir. Son fraksiyondaki protein miktari sifir oluncaya kadar fraksiyon
toplama isine devam edilmistir. Fraksiyonlarin aktivite ve protein degerleri 6l¢iilerek

buzdolabina kaldirilmistir.

Sekil 4.1’de bu calismada uygulanmis olan saflastirma islemlerinin adimlari

gorilmektedir.

4.4. Aktivite ve Protein Tayini

4.4.1 Aktivite Tayini

Tiim saflastirma islemlerinde aktivite tayini yapilmistir. Aktivite tayini i¢in iki
yontem denenmistir. Aktivite degerleri i¢in trosin standardi kullanilarak standart egri

cizilmistir.
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Aktivite Tayini 1: Aktivite tayini 35°C’de gergeklestirilmistir. Tiiplere 6’sar ml
Kazein Substrat Cozeltisi 1’den konularak 5 dakika boyunca 35°C’lik su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 1 ml enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dakika
boyunca reaksiyon gergeklestirilmistir. Bu siirenin sonunda 6.2 ml TCA Karisim
Cozeltisi 1, ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir ve 10 dakika su banyosunda
bekletilerek mavi bantlt siizge¢ kagidindan siiziilmistiir. Sahit numune ayni sartlar
altinda enzim numunesi konmayarak hazirlanmistir. Absorbans degerleri
spektrofotometrede 275 nm’de odl¢iilmiistiir. Olgiilen aktivite degerleri asagidaki
formiille hesaplanmustir [29].

Aktivite tayini 2 : Aktivite tayini 30°C’de gergeklestirilmistir. Tiiplere 2.5 er ml
substrat ¢ozeltisi 2’den konularak 5 dakika boyunca 30°C’lik su banyosunda
bekletilmistir. Daha sonra 0.5 ml enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 10 dakika boyunca
reaksiyon gergeklestirilmistir. Bu siirenin sonunda reaksiyon 2.5 ml TCA Karigim
Cozeltisi 2 ilave edilerek sonlandirilmigtir ve 20 dakika su banyosunun iginde
bekletilerek mavi bantli siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Sahit numune ayni sartlar
altinda enzim numunesi konmayarak hazirlanmistir. Absorbans degerleri
spektrofotometrede 275 nm’de Olgiilmiistiir. Olgiilen aktivite degerleri asagidaki

formiille hesaplanmustir [33].

Aktivite degerlerinin hesab1 i¢in trosin standardi kulanilarak standart egri ¢izilmistir.
Bunun i¢in ¢6zelti konsantrasyonu 0.2 M olacak sekilde, 21 mg trosin 100 ml TCA
¢ozeltisinde ¢oziildiikkten sonra belirli oranlarda seyreltilerek standartlar elde

edilmistir. Trosin standart egrisi Sekil A.1’de verilmistir.

Aktivite (U/ml)[(umol / dak) /ml] = (Azzsnumune/ Az7ssanit 1pmol Trosin)* (1/t)*(V1 /V2)*(Sey.Or.)
t = Reaksiyon zamani (dakika)

V1 = Reaksiyon hacmi (ml)

V> = Enzim hacmi (ml)

A275 numune = Aktivite tayininden elde edilen absorbans degeri

A 2755anit 1pmol trosin = Trosin standart egrisinden elde edilen egim (Abs/ umol/ml)

Spesifik Aktivitewmg) = [Aktivite wmn] / [Protein mgmn]
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4.4.2. Protein Tayini

Protein tayini i¢in ¢alismanin ilk basinda BCA ve UV absorbsiyon (280 nm)
yontemleri denenmistir. Elde edilen sonuglar ayni oldugu i¢in UV absorbsiyon (280

nm) yontemi ile islemlere devam edilmistir.

UV absorbsiyon yontemi ile protein tayini, biitin numunelere higbir islem
uygulamadan  yapilmistir.  Numunelerin  protein  (absorbans)  degerleri
spektrofotometrede 280 nm’de Ol¢lilmiistiir. Sahit olarak, calisma i¢in se¢ilen tampon
(Boraks-NaOH Tamponu 3 veya Tris-HClI Tamponu) kullanilmistir. Numunelerin
protein degerleri Ol¢iiliirken absorbans degerleri 1’den biiylik ¢iktiginda calisilan

tamponla seyreltme yapilmistir.

Protein degerlerinin hesabi1 i¢in BSA standardi kullanilarak standart egri ¢izilmistir.
Ilk olarak calistlan tamponun ml’sinde 0.2-1 mg BSA olacak sekilde standart
cozeltiler hazirlanmigtir. Hazirlanan standart ¢ozeltilerin  absorbans degerleri
kullanilan tampona kars1 spektrofotometrede 280 nm’de Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
absorbans degerleri ile standart egri c¢izilmistir. Elde edilen standart egri  Sekil

A.2’de verilmistir.

BCA yontemi ile protein tayini yapilirken 100 pl 6rnek ve 2 ml Cozelti C
karigtirilarak 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 562 nm’de absorbans
degerleri Olclilmiistiir. Protein degerlerinin hesabi icin BSA standardi kullanilarak
standart egri ¢izilmistir. Bunun i¢in Iml distile suda 0.2-1 mg BSA olacak sekilde
hazirlanan BSA standartlar1 ve 2 ml Cozelti C karistirllarak 37°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 562 nm’de absorbans degerleri dlgiilmiistiir. Sahit olarak
100 pl su ve 2 ml Cozelti C, 37°C’de 30 dakika bekletilmistir. Daha sonra 562 nm’de
absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Elde edilen degerlerle ¢izilmis standart egri Sekil

A.3’de verilmistir [34].
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4.5. Bacillus subtilis Bakteri Tiirii ile Yapilan Calisma
Bacillus subtilis bakteri tiirii ile dort farkli calisma yapilmustir.

4.5.1. Calisma 1

Bu ¢alismada Bacillus subtilis bakteri tiirti Boliim 4.3.1.2°de anlatildig: gibi sirasi ile
petri kab1 ve egri kati1 besiyerine ekildikten sonra i¢lerinde 100’er ml sivi besiyeri
bulunan dort tane 250 ml’lik erlene ekim yapilmistir. Bakteri ekilmis siv1 besiyerleri
sicakligr 37°C olan etiive kaldirilmistir. 48 saatten sonra gesitli saat araliklarinda
5’er ml numune alinmistir. Alinan numuneler santrifiijlenerek ¢okelti kismi atilmis
ve siizlintli kismina aktivite ve protein tayini yapilmistir. Daha sonra siiziintiiler
buzdolabina kaldirilmistir. 174. saatte son numune alinarak erlenlerde kalan sivi
etiivden ¢ikarilarak buzdolabina kaldirilmistir. Dolaba kaldirilan erlenlerdeki sivi, 2
giin sonra santrifiijlenerek aktivite ve protein tayini yapilmistir. Bu ¢alismada biitiin
aktivite tayinleri boliim 4.4.1°de anlatildigr gibi Aktivite Tayini 1 yOntemi ile
yapilmistir. Calisma 1’den elde edilen sonuglara ait degerler, Tablo 4.1 ve Sekil

4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.1. Spesifik Aktivite-Zaman Degerleri (Calisma 1)

Bacillus Hacim Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
subtilis (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
(ml) | (mg/ml) | (U/ml) (mg) (V) (U/mg)
Saat

48 100 0.544 124.685 1087 12468 11.467
o4 100 0.554 138.307 1108 13831 12.486
72 100 0.636 149.063 1273 14906 11.714
78 100 0.646 | 139.808 1291 13981 10.829
96 100 0.714 143.369 1429 14337 10.035
102 100 0.744 151.754 1488 15175 10.197
120 100 0.821 177.850 1641 17785 10.837
126 100 0.878 177.086 1757 17709 10.081
168 100 0.933 206.193 1867 20619 11.046
174 100 0.910 224.079 1820 22408 12.313

222 100 0.933 135.086 1865 13509 7.243

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.

Tabloda goriilen degerler ekim yapilan 4 erlenin ortalama degerleridir. Bu degerlere
gore 54 saat sonra elde edilen enzim maksimum spesifik aktiviteye ulagsmistir. Bu
yiizden 54. saatten sonra bakterileri besiyerinde bekletmeye gerek yoktur. Bu siire

sonunda bakteriler santrifiijle uzaklastirilabilir.
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Sekil 4.2 Spesifik Aktivite-Zaman Egrisi (Bacillus subtilis)

4.5.2. Calisma 2

Bu c¢alismada Bacillus subtilis bakteri tiiri Bolim 4.3.1.2°de anlatildig1 gibi
sirastyla petri kab1 ve egri kati besiyerine ekildikten sonra iclerinde 100’er ml sivi
besiyeri bulunan iki tane 500’lik erlene ekilmistir. Erlenler calkalayiciya konarak
sicakligr 37°C olan odada 168 saat bekletilmistir. 30. saatten itibaren ¢esitli zaman
araliklarinda 4’er ml numune alinarak santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 ¢oken
kisim atilmig siiziintii kismi aktivite ve protein tayinleri yapildiktan sonra dolaba
kaldirilmistir. Bu calismada biitiin aktivite tayinleri boliim 4.4.1°de anlatildig1 gibi
Aktivite Tayini 1 yontemi ile yapilmistir. 168. saatte son numune alinarak erlenlerde
kalan siv1 ¢alkalayicidan ¢ikarilarak buzdolabina kaldirilmistir. Dolaba kaldirilan
erlenlerdeki sivi, 2 giin sonra santrifiijlenerek aktivite ve protein tayini yapilmistir.
Cesitli saatlerde alinan numunelerden elde edilen sonuglara ait degerler Tablo 4.2 ve

Sekil 4.3°de verilmistir.

Dolaba kaldirilan biitiin numuneler ve erlendeki numune birlestirilip siipernatant
olarak adlandirilmistir ve aktivite ve protein degerleri dlgiilmiistiir. Bu calismada
biitiin aktivite tayinleri boliim 4.4.1°de anlatildig1 gibi Aktivite Tayini 1 yontemi ile

yapilmistir. Elde edilen siipernatant {izerinden saflastirma iglemlerine devam
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edilmigtir. Elde edilen siipernatanta boliim 4.3.3’de anlatildig1 gibi kademeli olarak
%40, %70, %80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi uygulanmistir. Bu ¢alismada
Boraks-NaOH Tamponu 3 kullanilmistir. Coktlirme islemi sonucu elde edilen S1,
S2, S3 ve C1, C2, C3 ¢ozeltilerine aktivite ve protein tayini yapilmistir. C1, C2, C3
cozeltileri birlestirilerek C4 olarak adlandirilmistir. C4 ¢ozeltisine tekrar aktivite ve
protein tayini yapilmigtir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sonunda elde edilen

S3 ve C4 ¢ozeltileri diyaliz islemine tabi tutulmustur.

Diyaliz islemi iki defa uygulanmustir. ilk &nce diyaliz tiipleri Boliim 4.3.4’de

anlatildig: gibi sartlandirilarak kullanima uygun hale getirilmistir.

Diyaliz 1: Hazirlanan diyaliz tiiplerinin birine 30 ml S3, digerine 5 ml C4 ¢ozeltisi
konularak sirasiyla, 3 litre ve 500 ml Boraks-NaOH Tamponu 2’ye kars1 1 gece
boyunca diyaliz edilmislerdir. Diyaliz tamponu 1 saat sonra degistirilmistir. 1 gece
sonunda diyaliz tamponu Nessler reaktifi ile kontrol edilerek diyaliz islemine son
verilmigtir. Diyaliz isleminden sonra her iki numune santrifiijlenmistir. Santrifiij
isleminden Once ve sonra aktivite ve protein degerleri dl¢lilmiistiir. Santrifiij sonrasi
elde edilen ¢ozeltiler S4 ve C5 (1) olarak adlandirilmistir. Santrifiij isleminden sonra
¢oken kisim, aktivitesi sifir oldugu i¢in atilmistir. S4 ve C5 (1) ¢ozeltileri, S3 ve C4

cozeltilerinin diyaliz sonrasi santrifiij sonrasi siiziintiileridir.

Diyaliz 2: Hazirlanan diyaliz tiipiine 2 ml C4 ¢ozeltisi konarak 200 ml Boraks-
NaOH Tamponu 3’e kars1 diyaliz edilmistir. Diyaliz tamponu 1 saat sonra
degistirilmistir. Tampon saatte bir Nessler reaktifi ile kontrol edilerek diyaliz 2 saat
stirdiiriilmiistiir. Ele gecen ¢ozelti santrifiijlenmistir. Santriflij oncesi ve sonrasinda
aktivite ve protein degerleri 6l¢iilmiistlir. Santrifiij sonrasi elde edilen ¢ozelti C5 (2)
olarak adlandirilmistir. C5 (2) cozeltisi C4 c¢ozeltisinin diyaliz sonrasi santrifiij

sonrast siizlintli kismidir. Cokelti kismi, aktivitesi sifir oldugu igin atilmistir.

Bu ¢alismada yapilan saflastirma islemlerinde elde edilen degerler Tablo 4.3de

verilmistir.
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Tablo 4.2. Spesifik Aktivite-Zaman Degerleri (Calisma 2)

Bacillus Hacim Protein Aktivite | Toplam Toplam Spesifik
subtilis (1/20) Protein Aktivite Aktivite
(ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) (V) (U/mg)

Saat
30 100 0.578 131.783 1156 13178 11.400
48 100 0.632 142.495 1265 14250 11.266
o4 100 0.625 142.150 1250 14215 11.369
72 100 0.623 137.141 1246 13714 11.004
78 100 0.617 134.052 1235 13405 10.856
96 100 0.607 135.149 1215 13515 11.125
144 100 0.592 143.484 1184 14348 12.119
150 100 0.601 138.287 1203 13829 11.498
168 100 0.630 140.528 1259 14053 11.159
216 100 0.614 140.373 1229 14037 11.426

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.

Tablo 4.2°de goriilen degerler ekim yapilan 2 erlenin ortalama degerleridir. 2 erlene

de ayni sartlar altinda ekim yapilmistir ve her iki erlen de 144. saatte, maksimum

spesifik aktiviteye ulasmistir. Bu yilizden 144. saatten sonra bakterileri besiyerinde

bekletmeye gerek yoktur. Bu siire sonunda bakteriler santrifiijle uzaklastirilabilir.
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Tablo 4.3. Bacillus subtilis Bakteri Tiiriinden Proteazin Kismi Saflastiriimasi

2. Calisma Hacim | Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Tampon: (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
NaOH-Boraks (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) (8)] (U/mg)
Stipernatant 133 0.643 142 1710 18886 11
% 40 ¢oktliirme
Cl 10 0.441 84 88 840 10
%40 Coktlirme
S1 135 0.524 135 1415 18225 13
% 70 Coktiirme
C2 12 0.693 93 166 1116 7
% 70 Coktiirme
S2 137 0.484 117 1326 16029 12
% 80 Coktiirme
C3 13 0.888 132 231 1716 7
% 80 Coktiirme
S3 132 0.392 103 1035 13596 13
1. Diyaliz Oncesi
(C4) 5 0.58 75 58 375 6
Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Oncesi 8 0.229 16 37 128 3

C4
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Tablo 4.3 Bacillus subtilis Bakteri Tiiriinden Proteazin Kismi Saflastirilmasi

(Devami)

2. Calisma
Tampon
NaOH-Boraks

Hacim

(ml)

Protein | Aktivite
(1/20)

(mg/ml) | (U/ml)

Toplam
Protein

(mg)

Toplam
Aktivite

(V)

Spesifik
Aktivite
(U/mg)

Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Sonras1

¢S5 (1)

0.118 10

17

70

Diyaliz Oncesi
S3

30

0.379 98

227

2940

13

Diyaliz Sonrasi

Santrifiij Oncesi
S3

69

0.027 3

37

207

Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Sonrast
S4

65

2. Diyaliz Oncesi
C4

0.580 75

23

150

Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Oncesi

C4

3.8

0.232 23

18

86

Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Sonras1

C5(2)

2.8

0.139 22

60

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.

Elde edilen degerlere gore siipernatantin spesifik aktivitesi 11 U/mg ve % 40’lik

coktliirme sonrast c¢okeltinin spesifik aktivitesi 10 U/mg olarak bulunmustur.

% 40’lik ve % 80’lik ¢oktliirme sonrasi siiziintiiniin spesifik aktivitesi ise 13 U/mg

olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore ¢oktiirme isleminde enzimin bir kismi

stiziintiide kalmistir ve sliziintiiye gore yaklasik 1.2 kat saflasma saglanmstir.

Diyaliz 6ncesi spesifik aktivitesi 6 U/mg iken 1. diyaliz sonras1 4 U/mg olmustur.

Yani 1. diyalizde aktivite kaybedilmistir. Yapilan 2. diyaliz sonrasi ¢okeltinin

spesifik aktivitesi 8 U/mg olarak bulunmustur. Sonugta ¢okeltiye gore 2. diyalizde

1.5 kat saflagma saglanmustir.
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Sekil 4.3 Spesifik Aktivite-Zaman Egrisi (Bacillus subtilis)

4.5.3. Calisma 3

Bu ¢alismada Bacillus subtilis bakteri tiiri Boliim 4.3.1.2.°de anlatildig1 gibi
sirastyla petri kab1 ve egri kati besiyerine ekildikten sonra iclerinde 400’er ml sivi
besiyeri bulunan iki tane 500’lik erlene ekilmistir. Erlenler sicakligt 37°C olan
etlivde 66 saat bekletildikten sonra etlivden ¢ikarilmis ve 100 saat oda sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra numuneler santrifiijlenerek ¢okelti kismi (bakteri kismi)
atilir. Siiziintiiler Dbirlestirilerek siipernatant olarak adlandirilmistir. Elde edilen
slipernatantin  aktivite ve protein degerleri Olciildiikten sonra buzdolabina
kaldirilmigtir. Bu ¢aligmada biitlin aktivite tayinleri, Boliim 4.4.1°de anlatildig gibi
Aktivite Tayini 1 yontemi ile yapilmistir. Daha sonra siipernatant iizerinden
saflagtirma iglemine devam edilmistir. Bu ¢alismada siipernatant 2. ¢alismada elde
edilen degerlere dayanarak sadece % 70’lik amonyum siilfat ¢oktlirmesine tabi
tutulmustur. Coktiirme islemi, Boliim 4.3.3°de anlatildig1 gibi yapilmistir. Amonyum
stilfat ¢oktiirmesinde tampon olarak Boraks-NaOH tamponu 3 kullanilmistir.
Coktiirme sonrasi elde edilen S1 ve C1 ¢ozeltilerinin aktivite ve protein degerleri

ol¢iildiikten sonra buzluga kaldirilmistir.

53



Coktiirme isleminden sonra S1 ve C1 ¢ozeltileri diyaliz islemine tabi tutulmustur. ilk
once diyaliz tlipleri Boliim 4.3.4’de anlatildig: gibi sartlandirilarak kullanima uygun
hale getirilmistir. Hazirlanan tiiplere 10 ml S1 ve 10 ml C1 ¢6zeltilerinden konularak
1000 ml Boraks-NaOH Tamponu 3’e karst diyaliz edilmistir. Diyaliz islemi 2 saat
stirdiiriilmiistiir. Diyaliz sonras1 her iki numune santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
elde edilen ¢ozeltiler S2 ve C2 olarak adlandirilmistir. Santrifiij 6ncesi ve sonrasi

numunelerin aktivite ve protein degerleri dlgiilerek numuneler buzluga kaldirilmistir.

Elde edilen degerler Tablo 4.4’de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore ¢oktiirme
Oncesi siipernatantin spesifik aktivitesi 11 U/mg’dir. % 70’lik ¢Oktliirme sonrast
stiziintiiniin  spesifik aktivitesi 12 U/mg, c¢okeltinin ki ise 6 U/mg olarak
bulunmustur. Diyaliz sonrasi ise siiziintiiniin spesifik aktivitesi 13 U/mg ve
cokeltinin ki ise 10 U/mg olarak bulunmustur. Buna gore spesifik aktivite, siizlintiiye

gore ¢Oktiirme sonrasi 1.1 ve diyaliz sonras1 1.2 kat artmistir.

Diyaliz isleminden sonra iyon degistirme kromatografisi islemine devam edilmistir.
Iyon degistirme kromatografisi iic defa yapilmistir. Kolonda dolgu maddesi olarak
DEAE-Seliiloz kullanilmistir. Iyon degistirme kromatografisi islemi Béliim 4.3.5°de
anlatildig gibi yapilmistir.

Kolon Cahsmas1 1: Bu calismada kolona c¢oktiirme sonrasi elde edilen Cl1
¢Ozeltisinden 10 ml’e beslenmistir. Kolon hizi, ortalama 30 dakikada 5 ml olacak
sekilde ayarlanmigtir. Kolona numune beslendikten sonra seviyeyi koruyacak
sekilde Boraks-NaOH Tamponu 3 beslenmistir. Calisma sonunda toplam 32 numune
alindiktan sonra aktivite ve protein degerleri Ol¢lilmiistiir. Kolon calismast 1’in
sonuclar1 Tablo 4.5 ve Sekil 4.4’de verilmistir. Kolon ¢aligmasinda toplanan
fraksiyonlardan yiiksek aktiviye sahip olanlar birlestirilerek aktivite ve protein

degerleri tekrar 6l¢iilmiistiir.

Kolon Calismasi 2 : Bu ¢aligmada sartlanmis olan kolona diyaliz sonrasi elde edilen
S2 ¢ozeltisinden 10 ml beslenmistir. Kolon hizi ortalama 30 dakikada 5 ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Kolona numune beslendikten sonra seviyeyi koruyacak
sekilde Boraks-NaOH Tamponu 3 ve 3 M NaCl Cozeltisi karisimi beslenmistir.
Calisma sonunda 14 numune alindiktan sonra aktivite ve protein degerleri

Olciilmiistiir. Kolon Calismas1 2’nin sonuglar1 Tablo 4.6 ve Sekil 4.5’de verilmistir.
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Kolon calismasinda, toplanan fraksiyonlardan yiiksek aktiviteye sahip olanlar

birlestirilerek aktivite ve protein degerleri tekrar ol¢tilmiistiir.

Kolon Cahsmasi1 3: Bu c¢alismada kolona c¢oOktiirme sonrasi elde edilen C1
¢Ozeltisinden 10 ml’e beslenmistir. Kolon hizi, ortalama 30 dakikada 5 ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Kolona numune beslendikten sonra seviyeyi koruyacak
sekilde Boraks-NaOH Tamponu 3 ve 3 M NaCl Cozeltisi karisimi beslenmistir.
Calisma sonunda toplam 24 numune alindiktan sonra aktivite ve protein degerleri

Olgiilmiistiir.

Kolon Calismast 3’iin sonuglar1 Tablo 4.7 ve Sekil 4.6’da verilmistir. Kolon
caligmasinda, toplanan fraksiyonlardan yiiksek aktiviteye sahip olanlar birlestirilerek

aktivite ve protein degerleri tekrar Sl¢iilmiistiir.
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Tablo 4.4. Bacillus subtilis Bakteri Tiiriinden Proteazin Kismi Saflastiriimasi

3. Calisma Hacim | Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Tampon (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
NaOH-Boraks (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) (8)) (U/mg)
Stipernatant 582 0.881 243 12818 141426 11
(1/25)
% 70 ¢Oktlirme
C1 42 0.692 81 581 3402 6
%70 Coktlirme
S1 663 0.840 198 11138 131274 12
Diyaliz Sonras1
Santrifiij Oncesi 12 0.527 68 126 816 6
C1
Diyaliz Sonras1
Santrifiij Oncesi 15 0.370 84 111 1260 11
S1
Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Sonrasi 10 0.351 68 70 680 10
c2
Diyaliz Sonrasi
Santrifiij Sonrasi 13 0.338 90 88 1170 13

S2

NOT: (1/20) ve (1/25) seyreltme oranlaridir.

56




Tablo 4.5. Iyon Degistirme Kromatografisi Degerleri (Kolon 1 Degerleri)

Fraksiyon | Protein | Aktivite | Spesifik | Fraksiyon | Protein | Aktivite | Spesifik
No Aktivite No Aktivite
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mg) (mg/ml) | (U/ml) | (U/mg)
1 0 0 0 18 0.167 4.914 29
2 0 0 0 19 0.168 | 4.914 29
3 0 0 0 20 0.142 3.640 26
4 0 0 0 21 0.136 | 4.914 36
5 0 0 0 22 0.116 | 2.366 20
6 0 0 0 23 0.076 | 2.184 29
7 0 0 0 24 0.142 4,732 33
8 0 0 0 25 0.180 | 5.096 28
9 0 0 0 26 0.160 | 5.460 34
10 0 0 0 27 0.150 | 5.096 34
11 0.441 4.368 10 28 0.130 2.912 22
12 0.527 | 10.920 21 29 0.090 2.184 24
13 0.503 | 10.920 22 30 0.140 2.912 21
14 0.450 9.100 20 31 0.180 5.096 28
15 0.372 | 11.466 31 32 0 0 0
16 0.303 6.734 22 33 0 0 0
17 0.199 5.824 29 34 0 0 0
Toplanan fraksiyonlardan en yiiksek spesifik aktiviteye sahip olan 9  tanesi

karigtirillarak elde edilen karisimin spesifik

aktivitesi

yaklasik 32 U/mg olarak

Olciilmiistiir. Kolon 1 sonrasi yaklasik 3 kat saflagma saglanmistir. Calismada 11-31

arasi fraksiyonlar proteaz aktivitesi gOstermistir. Grafikte proteinlerin, tam olarak

spesifik

olmamasindandir.
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Tablo 4.6. lyon Degistirme Kromatografisi Degerleri (Kolon 2 Degerleri)

Fraksiyon Protein Aktivite Spesifik
No Aktivite
(mg/ml) (U/ml) (U/mg)
1 0 0 0
2 0 1.820 0
3 0.013 3.458 266
4 0.010 3.640 364
5 0.010 3.276 328
6 0.020 3.640 182
7 0.022 3.640 165
8 0.036 5.096 142
9 0.060 5.642 94
10 0.050 4,732 95
11 0.051 2.548 50
12 0 0 0
13 0 0 0
14 0 0 0

Toplanan enzim fraksiyonlarindan en yiiksek spesifik aktiviteye sahip olan 3
tanesi karistirilarak elde edilen karisimin spesifik aktivitesi yaklagik 319 U/mg’dur.
Kolon 2 sonrasi siipernatanta gore yaklasik 29 kat saflagsma saglanmistir. Calismada
3-8 arasi fraksiyonlar proteaz aktivitesi gostermistir. Grafikte proteinlerin, tam
olarak spesifik aktivite pikinin altinda pik vermemesi enzimin tam olarak saf

olmamasindandir.
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Tablo 4.7. Iyon Degistirme Kromatografisi Degerleri (Kolon 3 Degerleri)

Fraksiyon| Protein | Aktivite | Spesifik |Fraksiyon| Protein | Aktivite | Spesifik
No Aktivite No Aktivite
(mg/ml) | (U/ml) | (U/mgq) (mg/ml) | (U/ml) | (U/mg)
1 0 0 0 15 0.211 5.642 27
2 0 0 0 16 0.178 3.822 21
3 0 0 0 17 0.15 4.914 33
4 0 0 0 18 0.128 3.094 24
5 0 0 0 19 0.111 1.092 10
6 0.075 2.002 27 20 0.098 3.822 39
7 0.213 6.006 28 21 0.095 3.640 38
8 0.616 14.560 24 22 0.092 4.004 44
9 0.749 12.740 17 23 0.093 6.734 72
10 0.702 8.008 11 24 0.082 9.100 111
11 0.615 10.374 17 25 0.065 4.550 70
12 0.482 10.374 22 26 0.075 3.458 46
13 0.363 8.372 23 27 0 0 0
14 0.265 4.186 16

Toplanan enzim fraksiyonlarindan en yiiksek spesifik aktiviteye sahip 3 tanesi

karistirilarak elde edilen enzimin spesifik aktivitesi yaklagik 84 U/mg olarak
Olclilmiistiir. Bu deger siipernatantin spesifik aktivitesi ile karsilastirilirsa, Kolon 3
sonrasi yaklasik 8 kat saflasma saglanmistir. Calismada, 17-26 arasi fraksiyonlar
proteaz aktivitesi gostermistir. Grafikte proteinlerin, tam olarak spesifik aktivite

pikinin altinda pik vermemesi enzimin tam olarak saf olmamasindandir.
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4.5.4. Calisma 4

Bu ¢alismada Bacillus subtilis bakteri tiirii Boliim 4.3.1°de anlatildig1 gibi sirasiyla
petri kab1 ve egri kat1 besiyerine ekildikten sonra i¢inde 800 ml s1v1 besiyeri bulunan
1000 mI’lik erlene ekilmistir. Erlen sicakligi 37°C olan etiivde 66 saat bekletildikten
sonra etlivden ¢ikarilmis ve 100 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
numuneler santrifiijlenerek ¢okelti kismi (bakteri kismi) atilmistir. Siiziintii
siipernatant olarak adlandirilmistir. Elde edilen siipernatantin aktivite ve protein
degerleri Olctlildiikten sonra buzdolabina kaldirilmistir. Aktivite Ol¢timii Boliim
4.4.1°de anlatildig1 gibi iki sekilde de (Aktivite Tayini 1 ve Aktivite Tayini 2)

yapilarak iki yontem karsilastirilmistir.
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Elde edilen sonuglar Tablo 4.8’de gosterilmistir. Buna gore Aktivite Tayini 1 ile
spesifik aktivite 15 U/mg Aktivite Tayini 2 ile spesifik aktivite 13 U/mg olarak
bulunmus ve iki yontem arasinda c¢ok biiyiik bir fark olmadigi gozlenmistir.
Calismada daha sonra biitliin aktivite tayinleri Aktivite Tayini 2 ile yapilmistir.

Siipernatant iizerinden saflastirma islemine devam edilmistir.

Elde edilen siipernatanta Bolim 4.3.3’de anlatildigr gibi kademeli olarak % 40,
% 70, % 80’lik amonyum siilfat ¢oktlirmesi islemi uygulanmistir. Bu calismada
Tris-HCI Tamponu kullanilmistir. Coktiirme islemi sonucu elde edilen S1, S2, S3
ve Cl1, C2, C3 cozeltilerine aktivite ve protein tayini yapilmistir. C1, C2, C3
cozeltileri birlestirilerek C4 olarak adlandirilmistir. C4 ¢ozeltisine tekrar aktivite ve
protein tayini yapilmistir. Biitin numuneler buzluga kaldirilmistir. Bu calismada

elde edilen sonuglar Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.8. Tris-HCI ve NaOH-Boraks Tamponlar1 ile Yapilan Aktivite Tayinlerinin

Karsilastirilmasi

4. Caligma Hacim | Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Bacillus (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
subtilis (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) V) (U/mg)
Tampon

Tris-HCI 756 0.553 144 8361 108864 13
Reaksiyon 30°C

Tampon

NaOH-Boraks 756 0.592 177 8951 133812 15
Reaksiyon 35°C

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.
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Tablo 4.9. Bacillus subtilis Bakteri Tiiriinden Proteazin Kismi Saflastiriimasi

4. Calisma Hacim | Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Tampon: (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
Tris-HCI (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) (8)] (U/mg)

Siipernatant 756 0.553 144 8361 108864 13

% 40 ¢oktliirme
Cl 56 0.293 44 492 2464 5
(1/30)
% 40 Coktiirme
S1 147 0.535 141 7993 105327 13
% 70 Coktiirme
C2 35 0.402 81 281 2835 10
% 70 Coktiirme
S2 625 0.489 140 6113 87500 14
% 80 Coktiirme
C3 30 0.481 106 289 3180 11
% 80 Coktiirme
S3 610 0.49 130 5978 79300 13
Karigim
(C1+C2+C3) 121 0.415 60 1004 7260 7
C4

NOT: (1/20) ve (1/30) seyreltme oranidir.

Elde edilen sonuglara gore siipernatantin spesifik aktivitesi 13 U/mg’dir. % 70
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda siizlintiiniin spesifik aktivitesi 14 U/mg,
cokeltinin aktivitesi ise 10 U/mg’dir. Bu durumda enzimin bir kismi siizlintiide

kalmistir ve siiziintiiye gore 1.1 kat saflasma saglanmstir.

4.6 Bacillus cereus Bakteri Tiirii ile Yapilan Calisma

Bu calismada Bacillus cereus bakteri tiirii Bolim 4.3.1°de anlatildig1 gibi sirasiyla,
petri kab1 ve egri kat1 besiyerine ekildikten sonra i¢inde 800 ml s1v1 besiyeri bulunan
1000 ml’lik erlene ekilmistir. Erlen sicakligi 37°C olan etlivde 66 saat bekletildikten
sonra etiivden ¢ikarilmig ve 100 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra
numuneler santrifiijlenerek c¢okelti kismi (bakteri kismi) atilmistir. Siiziinti,
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stipernatant olarak adlandirilmistir. Elde edilen silipernatantin aktivite ve protein
degerleri Olciildiikten sonra buzdolabina kaldirilmistir. Aktivite Ol¢timii Boliim
4.4.1°de anlatildig1 gibi iki sekilde de (Aktivite Tayini 1 ve Aktivite Tayini 2)
yapilarak iki yontem karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.10°da
gosterilmistir. Sonuglara gore  spesifik aktivite, 1. yontemle 11 U/mg, ikinci
yontemle ise 12 U/mg olarak bulunmustur. iki yontem arasinda ¢ok az fark oldugu
gozlenmistir. Calismada daha sonra biitlin aktivite tayinleri Aktivite Tayini 2 ile

yapilmistir. Siipernatant tizerinden saflagtirma islemine devam edilmistir.

Elde edilen siipernatanta Boliim 4.3.3’de anlatildigi gibi kademeli olarak % 40,
% 70, % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemi uygulanmistir. Calismada Tris-
HCI1 Tamponu kullanilmistir. Coktiirme islemi sonucu elde edilen S1, S2, S3 ve C1,
C2, C3 cozeltilerine aktivite ve protein tayini yapilmistir. C1, C2, C3 ¢ozeltileri
birlestirilerek C4 olarak adlandirilmistir. C4 ¢ozeltisine tekrar aktivite ve protein
tayini yapilmistir. Biitiin numuneler buzluga kaldirilmistir. Bu ¢alismada elde edilen

sonuclar Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.10. Tris-HCI ve NaOH-Boraks Tamponlari ile Yapilan Aktivite Tayinlerinin

Karsilastirilmasi

1. Calisma Hacim | Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Bacillus (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite

cereus (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) V) (U/mg)
Tampon

Tris-HCI 692 0.784 185 10851 | 128020 12
Reaksiyon 30°C

Tampon

NaOH-Boraks 692 0.827 190 11446 | 131480 11
Reaksiyon 35°C

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.
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Tablo 4.11. Bacillus cereus Bakteri Tiiriinden Proteazin Kismi Saflastirilmasi

1. Calisma Hacim Protein | Aktivite | Toplam | Toplam | Spesifik
Tampon: (1/20) Protein | Aktivite | Aktivite
Tris - HCI (ml) (mg/ml) | (U/ml) (mg) (8)) (U/mg)
Stipernatant 692 0.784 185 10851 128020 12
% 40 ¢oktlirme
Cl 26 0.220 51 114 1326 12
%40 Coktiirme
S1 624 0.737 203 9198 126672 14
% 70 Coktiirme
¢2 30 0.245 55 147 1650 11
% 70 Coktiirme
S2 620 0.731 174 9064 107880 12
% 80 Coktiirme
C3 25 0.359 72 180 1800 10
% 80 Coktiirme
S3 615 0.723 173 8893 106395 12
Karisim
(C1+C2+C3) 81 0.250 69 405 5589 14
C4

NOT: (1/20) seyreltme oranidir.

Elde edilen degerler sonucunda siipernatantin spesifik aktivitesi 12 U/mg dir. % 40,

% 70 ve % 80’lik ¢oktiirme sonrasi elde edilen ¢okeltinin spesifik aktivite ise 14

U/mg’dir. Buna gore yaklasik 1.2 kat saflasma saglanmistir. % 40’lik ¢oktliirme

sonrasi ise siiziintlinlin spesifik aktivitesi 1.2 kat artmistir.
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4.7. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus Bakteri Tiirlerinden Elde Edilen Proteaz

Enziminin Baz1 Ozelliklerinin incelenmesi

Bu c¢alismada Bacillus subtilis tiiriiniin 4. Calismasindan elde edilen C4 ve Bacillus
cereus calismasindan elde edilen C4 numunelerindeki proteaz enziminin bazi

ozellikleri incelenmistir.

4.7.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Sicakligin enzim iizerindeki etkisinin belirlenmesi enzimin hangi sicaklikta en
yiiksek aktivite gosterdigini ve enzim aktivitesinin kararli oldugu sicaklik araligim
saptamak agisindan Onemlidir. Sicakligin enzim iizerindeki etkisi iki sekilde

incelenmistir.
. Optimum sicaklik

= Sicaklik kararlilig

4.7.1.1. Optimum Sicakhk

Optimum sicaklik, enzimin farkli sicakliklarda (10-70°C) aktivite tayini ile tespit
edilmistir. Aktivite tayini i¢in 10-70°C sicaklik araliginda su banyosunda 2.5 ml
Kazein Substrat Cozeltisi 2, tizerine 0.5 ml enzim numunesinden konarak 10 dakika
reaksiyon gerceklestirilmistir. Daha sonra 2.5 ml TCA Karigim Cozeltisi 2’den ilave
edilerek reaksiyon durdurulmus ve 20 dakika sonra siiziilerek numunelerin
aktiviteleri UV spekrofotometresinde 275 nm’de Olc¢lilmiistiir. Sahit numune, ayn
miktarda Kazein Substrat Cozeltisi 2, TCA Karisim Cozeltisi 2 ve enzim yerine

calisilan sicakliktaki Tris-HCI tamponu eklenerek hazirlanmistir.

Belli bir sicaklik araliginda enzimin bozunarak aminoasitlere pargalanmasi ve
bunun sonucunda da aktivite degerlerine etki etmesini kontrol etmek amaci ile
aktivite tayini Kazein Substrat Cozeltisi 2 yerine distile su kullanilarak yapilmigtir.
Elde edilen degerler sonucunda enzimin 70°C’de bozundugu ve aktivite degerinin
etkilendigi gorilmistiir.

Bacillus subtilis 4. Calismasindan elde edilen C4 numunesinin sonuglart Tablo 4.12

ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Bacillus cereus 1. Calismasindan elde edilen C4 numunesinin sonuglar1 ise Tablo

4.13 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.12. Optimum Sicaklik ( Bacillus subtilis Calismasi )

Sicaklik Aktivite % Relatif Aktivite
(°C) (U/ml)
10 30.483 39
20 45.813 58
30 50.101 63
40 52.517 66
50 60.059 76
60 79.134 100
70 22.200 28

Elde edilen sonuglara gore, Bacillus subtilis bakteri tiiriniin 4. Calismasindan elde

edilen proteaz enziminin (C4 numunesinin) optimum sicakligi 60°C civarindadir.

Tablo 4.13 Optimum Sicaklik ( Bacillus cereus Calismasi )

Sicaklik Aktivite % Relatif Aktivite
(°C) (U/ml)
10 30.721 42
20 36.474 50
30 46.114 63
40 49.043 67
50 63.793 87
60 73.040 100
70 13.450 18

Elde edilen sonuglara goére, Bacillus cereus bakteri tiiriiniin 1. Calismasindan elde

edilen proteaz enziminin (C4 numunesinin) optimum sicakligi 60°C civarindadir.
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4.7.1.2. Sicakhik Kararhihg:

Sicaklik kararliligini belirlemek i¢in her bir tiipe 0.5 ml enzim numunesinden
konulmustur. Tiipler 0-70°C’lere ayarlanmus etiivlerde 15 dakika bekledikten sonra
aliarak 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra aktivite tayini béliim

4.4.1’de anlatildign gibi Aktivite Tayini 2’ye gore yapilmustir. Sahit numune
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hazirlanirken ayn1 miktarda Kazein Substrat Cozeltisi 2, TCA Karisim Cozeltisi 2 ve

enzim yerine de o sicakliktaki Tris-HCI tamponu kullanilmastir.

Belli bir sicaklik araliginda enzimin bozunarak aminoasitlere par¢alanmasi ve bunun
sonucunda da aktivite degerlerine etki etmesini kontrol etmek amaci ile aktivite
tayini Kazein Substrat Cozeltisi 2 yerine distile su kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen degerler sonucunda enzimin 70°C’de bozundugu ve aktivite degerinin

etkilendigi goriilmistiir.

Bacillus subtilis bakteri tiiriiniin 4. Calismasindan elde edilen C4 numunesine ait

sonuclar Tablo 4.14 ve Sekil 4.9°da verilmistir.

Bacillus cereus bakteri tiriiniin 1. Calismasindan elde edilen C4 numunesine ait

sonuclar da Tablo 4.15 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.14. Sicaklik Kararlilig: (Bacillus subtilis Caligmasi)

Sicaklik Aktivite % Relatif Aktivite
°C) (U/ml)
0 46.625 100
10 41.243 89
30 40.473 87
50 42.830 92
60 42.297 91
70 7.724 17

Elde edilen sonuglara goére, Bacillus subtilis bakteri tiiriiniin 4. Calismasindan elde
edilen proteaz enziminin (C4 numunesinin) aktivitesinin 50-60°C sicaklik araliginda

kararl kaldig tespit edilmistir.
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Tablo 4.15. Sicaklik Kararliligi (Bacillus cereus Calismasi)

Sicaklik Aktivite % Relatif Aktivite
O (U/ml)
0 46.342 100
10 48.053 104
30 41.708 90
50 38.494 83
60 38.125 82
70 5.25 11

Olgiimler sonucunda Bacillus cereus bakteri tiiriiniin 1. Calismasindan elde edilen
proteaz enziminin (C4 numunesinin) aktivitesinin 50-60°C sicaklik araliginda kararl

kaldig1 tespit edilmistir.
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4.7.2. Enzim Aktivitesi Uzerine pH Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine pH etkisinin incelenmesi, enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi pH degerinin ve enzimin aktivitesinin kararli oldugu pH araliginin

saptanmasi acisindan dnemlidir. Calismada pH etkisi iki sekilde incelenmistir.

. Optimum pH
. pH Kararliligi

4.7.2.1. Optimum pH

Optimum pH calismasinda, Kazein Substrat Cozeltisi 2’nin pH degerleri
degistirilerek aktivite tayini yapilmistir. Substratin pH degerleri 4 ile 10 arasinda
ayarlanmistir. Herbir numune i¢in o pH daki substrat kullanilmistir. Aktivite tayini
30°C’deki su banyosunda, pH’1 ayarlanmis 2.5 ml substrat ¢ozeltisi iizerine 0.5 ml
enzim numunesi ilave edilerek 10 dakika reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon
TCA Karisim Cozeltisi 2 ile durdurularak 20 dakika sonra siiziilmiistiir. Sahit
numune hazirlanirken Kazein Substrat Cozeltisi 2, TCA Karisim Cozeltisi 2 ve

enzim yerine de ¢alisilan substratla ayn1 pH’daki tampon eklenmistir.

Enzimin bozunarak aminoasitlere pargalanmasi ve bunun sonucunda da aktivite
degerlerine etki etmesini kontrol etmek amaci ile aktivite tayini Kazein Substrat
Cozeltisi 2 yerine distile su kullanilarak yapilmistir. Fakat daha 6nce elde edilen

aktivite degerlerine etkisi olmadig1 gézlenmistir.
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Bacillus subtilis 4. Calismasindan elde edilen C4 numunesine ait sonuglar Tablo
4.16 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Bacillus cereus 1. Calismasindan elde edilen C4 numunesinin ¢alisma sonuglar1 da

Tablo 4.17 ve Sekil 4.12°de verilmistir.

Tablo 4.16. Optimum pH ( Bacillus subtilis Calismasi )

pH Aktivite % Relatif Aktivite
(U/ml)

4.84 35.744 o4
5.05 37.766 57
5.37 41.470 63
5.53 38.031 57
5.81 39.163 59
6.5 48.133 73
6.8 54.287 82
7.39 57.405 87
8.48 66.223 100
9.13 47.592 72

Elde edilen sonuglara gore Bacillus subtilis tiirii ile yapilan 4. Calismasindan elde

iretilen proteaz enziminin optimum pH’t 8.48 olarak saptanmistir.
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Sekil 4.11. Optimum pH (Bacillus subtilis)
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Tablo 4.17. Optimum pH (Bacillus cereus Calismasi)

pH Aktivite % Relatif Aktivite
(U/ml)
4.81 33.972 71
5.34 35.913 75
5.58 38.889 81
6.75 43.657 91
7.43 48.127 100
7.63 44,018 91
8.52 37.846 79
9.16 36.654 76

Elde edilen sonuglara gore Bacillus cereus tiirii ile yapilan 1. Calismadan elde edilen

proteaz enziminin optimum pH’1 7.43 olarak saptanmuistir.
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Sekil 4.12. Optimum pH (Bacillus cereus)
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4.7.2.2. pH Kararhhg:

Bu c¢alismada Tris-HCl Tamponunun pH degeri 2.5 ile 10 arasinda ayarlanmustir.
Her bir tiipe 1:1 (hacim/hacim) oraninda tampon ¢ozeltisi ve elde edilen proteaz
¢oOzeltilerinden konmustur. Tiipler, sicakligi1 30°C olan etiivde 24 saat bekletilmistir.
24 saat sonra numunelere Aktivite Tayini 2 yontemi uygulanarak aktivite degerleri
Olciilmiistlir. Sahit numune hazirlanirken ayni miktarda Kazein Substrat Cozeltisi 2,

TCA Karisim Cozeltisi 2 ve enzim yerine de distile su kullanilmistir.

Relatif aktivite hesabr i¢in referans numune hazirlanmistir. Bunun i¢in enzim
numunesi ve Tris-HCI (pH 7.2) ¢6zeltisi 1:1 (hacim/hacim) oraninda karistirilarak
24 saat buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra Aktivite Tayini 2 yOntemi

uygulanarak aktivite degerleri dl¢tilmiistir.

Calisilan pH degerleri araliginda enzimin bozunarak aminoasitlere par¢alanmasi ve
bunun sonucunda da aktivite degerlerine etki etmesini kontrol etmek amaci ile
aktivite tayini Kazein Substrat Cozeltisi 2 yerine distile su kullanilarak yapilmistir.
Elde edilen degerler sonucunda Bacillus subtilis bakteri tiirii ile yapilan 4.
Calismadan elde edilen enzimin pH 9.5 civarinda ve Bacillus cereus bakteri tiirii ile
yapilan calismadan elde edilen enzimin pH 9 civarinda bozundugu ve aktivite
degerini etkiledigi gorilmiistiir.

Bacillus subtilis bakteri tiirii ile yapilan 4. Calismadan elde edilen proteaz enzimine

(C4 numunesine) ait pH Kararlilig1 sonuglar1 Tablo 4.18 ve Sekil 4.13’de verilmistir.

Bacillus cereus bakteri tiirii ile yapilan ¢alismadan elde edilen proteaz enziminin (C4

numunesinin) pH Kararlilig1 sonuglar1 da Tablo 4.19 ve Sekil 4.14’de verilmistir.
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Tablo 4.18. pH Kararliligi (Bacillus subtilis Calismasi)

pH Aktivite % Relatif Aktivite
(U/ml)
Referans 60.196 100
3.90 30.345 50
6.07 30.138 50
7.35 34.245 57
7.90 35.158 58
8.60 31.151 52
9.26 7.578 13

Elde edilen sonuglara gore Bacillus subtilis tiiriinden elde edilen proteaz enziminin

(C4 numunesinin) 4-7 pH araliginda kararli oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.13. pH Kararlilig1 (Bacillus subtilis)
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Tablo 4.19. pH Kararlilig1 (Bacillus cereus Caligsmasi)

pH Aktivite % Relatif Aktivite
(U/ml)
Referans 69.06 100
4.05 42.31 61
4.87 41.68 60
5.25 41.66 60
6.91 39.96 58
7.71 41.23 60
8.36 38.87 56
9.34 20.58 30

Elde edilen sonuglara gore Bacillus cereus tiiriinden elde edilen proteaz enziminin

4-7.7 pH araliginda kararli kaldig1 saptanmustir.
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Sekil 4.14. pH Kararlilig1 (Bacillus cereus)
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4.7.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonu ve Reaksiyon Zamanimin

Etkisi

Bu ¢alismada Kazein Substrat Cozeltisi 2 nin konsantrasyonu % 1.2, % 0.6, % 0.3,
% 0.15, % 0.075 olarak hazirlanmistir. Aktivite tayini yapilirken 30°C’deki su
banyosuna, icerisinde 2.5 ml farkli konsantrasyonlardaki substrat ¢ozeltisi bulanan
tiipler konulup 5 dakika bekletildikten sonra iizerine 0.5 ml enzim numunesi ilave
edilmistir ve 10 dakika reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon 2.5 ml TCA
Karisim Cozeltisi 2 ile durdurularak 20 dakika sonra siliziilmiistiir. Sahit numune
hazirlanirken ayn1 miktarda Kazein Substrat Cozeltisi 2 ve TCA Karisim Cozeltisi 2

kullanilmistir.

Reaksiyon siiresi her substrat konsantrasyonu i¢in 10, 30, 50, 70 dakika olacak
sekilde aktivite Olclilmiistiir. Numunelerin aktivite degerleri Aktivite Tayini 2

yontemi ile belirlenmistir.

Bacillus subtilis tiirti ile yapilan ¢alismada elde edilen degerler Tablo 4.20 ve Sekil

4.15’de verilmistir.

Bacillus cereus tiirii ile yapilan ¢alisma igin elde edilen degerler ise Tablo 4.21 ve
Sekil 4.16’de verilmistir.

Tablo 4.20. Substrat Konsantrasyonu ve Reaksiyon Zamani Etkisi (Bacillus subtilis)

Substrat Konsantrasyonu (%o)
1.2 0.6 0.3 0.15 0.075
Zaman (dakika)
10 61.835 | 62.580 65.262 | 56.471 | 81.205
30 70.328 | 62.729 70.775 68.391 | 61.537
50 31.439 | 83.44 85.824 | 83.291 | 32.78
70 95.807 | 98.787 | 104.896 | 97.893 | 85.675

NOT : Tablodaki degerler U/ml cinsinden aktivite degerleridir.

Bacillus subtilis tiirii ile yapilan ¢aligmada 6l¢iimler sonucunda reaksiyon zamani ve

substrat konsantrasyonu arttik¢a aktivite artmaktadir.
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Tablo 4.21. Substrat Konsantrasyonu ve Reaksiyon Zamani Etkisi (Bacillus cereus)

Substrat Konsantrasyonu (%o)
1.2 0.6 0.3 0.15 0.075
Zaman (dakika)
10 40.379 | 37548 | 44.849 | 39.783 | 47.084
30 45445 | 35.313 | 38.591 | 46.935 | 36.654
50 26.224 | 58.408 | 54.385 | 54.385 | 26.224
70 73.01 69.434 | 63.921 | 58.557 | 50.958

NOT : Tablodaki degerler U/ml cinsinden aktivite degerleridir.

Bacillus cereus tiirii ile yapilan ¢alismada 6l¢iimler sonucunda reaksiyon zamani ve

substrat konsantrasyonu arttik¢a aktivitenin arttig1 gdzlenmistir.

4.7.4. Ilk Hiz Deneyi

Substrat konsantrasyonu enzim reaksiyon derecesinin belirlenmesinde énemli bir rol
oynar. Enzim konsantrasyonu sabit tutulup substrat konsantrasyonu degistirilerek
aktivite tayini yapilirsa elde edilen degerlerle ilk hiza kars:1 substrat konsantrasyonu
grafigini ¢izersek Michaelis-Menten egrisi elde etmis oluruz. Bu egriden K ve

Vm(maksimum hiz) degerleri hakkinda bilgi edinebiliriz.

IIk hiz deneyi igin, Kazein Substrat C6zeltisi 2’nin konsantrasyonu 0.004, 0.008,
0.016, 0.033 mol/l olacak sekilde hazirlanmistir. Daha sonra sicaklig1 30°C olan su
banyosunda, tiiplere farkli konsantrasyonlarda hazirlanan substrat ¢ézeltilerinden 2.5
ml konarak 5 dakika bekletilmistir. 5 dakika sonunda substratlarin {izerine 0.5 ml
enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 1 dakika reaksiyon gerceklestirilmistir. 1 dakika sonra
2.5 ml TCA Karisim Cozeltisi 2 ile reaksiyon durdurulur. Daha sonra numuneler

stizlilerek aktivite degerleri ol¢iilmiistiir.

Bacillus subtilis bakteri tiiri ile yapilan calisma i¢in elde edilen degerler Tablo

4.22°de verilmistir.
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Bacillus cereus bakteri tiirii ile yapilan ¢alisma i¢in elde edilen degerler ise Tablo

4.23’de verilmistir.

Tablo 4.22. Substrat Konsantrasyonu Degisimi ile Ik Hiz degerleri
(Bacillus subtilis)

Substrat ik Hiz
Konsantrasyonu (mol/Il) (Absorbans)

0.004 0.344

0.008 0.333

0.016 0.342

0.033 0.320

04 -
0,35 -

o
w
|

0,25 -

o
N
|

0,15

Ik Hiz (abs)

o
[
|

0 I I I 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04
Substrat Konsantrasyonu (mol/l)

Sekil 4.15. Substrat Konsantrasyonu Degisimi ile Ilk Hiz Grafigi (Bacillus subtilis)

Bacillus subtilis bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi i¢in, Vmax degeri Sekil
4.15°den 0.343 olarak okunmustur. (1/2xVmax) hiz degerine karsilik gelen
konsantrasyon degeri 0.002 mol/l olarak bulunmustur. Bu deger Michaelis-Menten

sabitinin (Km) degeridir.
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Tablo 4.23. Substrat Konsantrasyonu Degisimi ile Ik Hiz degerleri (Bacillus cereus)

Substrat Ik Hiz
Konsantrasyonu (mol/Il) (Absorbans)
0.004 0.239
0.008 0.235
0.016 0.240
0.033 0.229
0,3
0,25 - . . .
2 02 -
s
N 0,15 -
=
2 01-
0,05 -
O I I I 1
0 0,01 0,02 0,03 0,04

Substrat Konsantrasyonu (mol/l)
Sekil 4.16. Substrat Konsantrasyonu Degisimi ile Ilk Hiz Grafigi (Bacillus cereus)
Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi igin, Vmax degeri Sekil
4.16.den 0.238 olarak okunmustur. (1/2xVmax) hiz degerine karsilik gelen
konsantrasyon degeri 0.002 mol/l olarak bulunmustur. Bu deger Michaelis-Menten
sabitinin (Km) degeridir.
4.7.5. Proteaz Enziminin Inhibisyonu ve Aktivasyonu

Enzim aktivitesi bircok kimyasal tarafindan aktive ya da inhibe edilebilir. Proteaz

enzimi iizerine kimyasallarin etkisi iki sekilde incelenmistir.

. Aktivator Etkisinin Incelenmesi

. Inhibitor Etkisinin Incelenmesi
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4.7.5.1. Aktivator Etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada proteaz enzimini aktive eden kimyasal maddelerden Mn?*, Fe?* ve
Ca?"’nin etkisi incelenmistir. Bunun i¢in konsantrasyonlart 102 M olacak sekilde
hazirlanan MnCl, FeCly, CaCl, aktivatér g¢ozeltilerinden tiiplere 100 mikrolitre
konarak iizeri Kazein Substrat Cozeltisi 2 ile 2.5 ml’ye tamamlanmistir. Tiipler
sicakligi 30°C olan su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. 5 dakika sonunda
substratlarin iizerine 0.5 ml enzim c¢ozeltisi ilave edilerek 1 dakika reaksiyon
gergeklestirilmistir. 1 dakika sonra 2.5 ml TCA Karisim Cozeltisi 2 ile reaksiyon

durdurulmustur. Daha sonra numuneler siiziilerek aktivite degerleri 6l¢iilmiistiir.

Bacillus subtilis bakteri tiiriiniin 4. Caligmasindan elde edilen proteaz enzimine (C4

numunesine) ait sonuglar Tablo 4.24°de verilmistir.

Bacillus cereus bakteri tiirii ile yapilan ¢alismadan elde edilen proteaz enziminin (C4

numunesinin) sonuglari ise Tablo 4.25’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde
edilen proteaz enzimi i¢in MnClz nin, FeCl, ve CaCly’ye gore daha etkili bir

aktivator oldugu goriilmiistir.

Tablo 4.24. Aktivator Etkisi (Bacillus subtilis Calismasi)

Substrat Relatif Aktivite | Relatif Aktivite | Relatif Aktivite | Relatif Aktivite
Konsantrasyonu MnCl> FeCl2 CaCl, Aktivator
(%) 1073 (mol/l) 107 (mol/l) 107 (mol/l) Yokken
0.6 119.547 101.637 105 100
0.3 117.447 95.141 106.925 100
0.15 118.103 99.947 95.614 100
0.075 130.742 118.345 100.041 100
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Tablo 4.25 Aktivator Etkisi (Bacillus cereus Calismasi)

Substrat Relatif Aktivite | Relatif Aktivite | Relatif Aktivite | Relatif Aktivite
Konsantrasyonu MnCl> FeCl» CaCl Aktivator
(%) 1073 (mol/l) 107 (mol/l) 107 (mol/l) Yokken
0.6 124.572 124,728 105.055 100
0.3 131.183 105.86 116.413 100
0.15 123.777 116.298 106.311 100
0.075 117.139 108.775 107.920 100

4.7.5.2. inhibitor Etkisinin incelenmesi

Calismada proteaz enzimini inhibe eden kimyasal maddelerden CuClz ve EDTA nin
etkisi incelenmistir. Bunun icin konsantrasyonlar1 10 M olacak sekilde hazirlanan
CuCl2 ve EDTA inhibitor g¢ozeltilerinden tiiplere 100 mikrolitre konarak {izeri
Kazein Substrat Cozeltisi 2 ile 2.5 ml ye tamamlanmistir. Tiipler sicakligir 30°C olan
su banyosunda 5 dakika bekletilmistir. 5 dakika sonunda substratlarin tizerine 0.5 ml
enzim ¢ozeltisi ilave edilerek 1 dakika reaksiyon gerceklestirilmistir. 1 dakika sonra
2.5 ml TCA Karisim Cozeltisi 2 ile reaksiyon durdurulur. Daha sonra numuneler

stizlilerek aktivite degerleri 6l¢iilmiistiir.

Bacillus subtilis ¢alismasina ait sonuglar Tablo 4.26’da verilmistir. Bacillus cereus

calismasindan elde edilen sonuglar ise Tablo 4.27’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gére Bacillus subtilis bakteri tiirlinden elde edilen proteaz
enzimi i¢in, EDTA daha etkili bir inhibitordiir. CuCl: ise, elde edilen proteaz enzimi

tizerinde daha az inhibe edici olmustur.

Elde edilen sonuglara gore Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz
enzimi i¢in CuClz daha etkili bir inhibitordiir. EDTA ise elde edilen proteaz enzimi

tizerinde daha az inhibe edici olmustur.
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Tablo 4.26. Inhibitér Etkisi (Bacillus subtilis Calismasi)

Substrat Relatif Aktivite Relatif Aktivite Relatif Aktivite
Konsantrasyonu CuCl; EDTA Inhibitor
(%) 1073 (mol/l) 107 (mol/l) Yokken
0.6 81.436 75.945 100
0.3 106.225 71.883 100
0.15 99.047 95.688 100
0.075 90.591 91.482 100

Tablo 4.27. Inhibitdr Etkisi (Bacillus cereus Calismasi)

Substrat Relatif Aktivite Relatif Aktivite Relatif Aktivite
Konsantrasyonu CuCl; EDTA Inhibitor
(%) 107 (mol/1) 107 (mol/1) Yokken
0.6 96.441 103.337 100
0.3 78.048 92.902 100
0.15 95.044 113.689 100
0.075 99.254 96.452 100

4.7.6. SDS-PAGE ile Molekiil Agirhg Tayini

Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakterilerinden elde edilen kismen saflagtirilmig
proteaz enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE ile bulunmustur. Burada Bacillus
subtilis’in 4. Calismasindan ve Bacillus cereus’un 1. Calismasindan elde edilmis
olan C4 numuneleri kullamlmustir. Ik olarak 10 pl numune ile 10 pl 2xOrnek
Tamponu karistirilip tiiplere konularak ve 100°C’de 5 dakika kaynatilmistir.
Kaynatilan numuneler sogutulup buzdolabina kaldirilmistir. Daha sonra c¢ozelti

hazirlama asamasina gecilmistir.

[lk énce % 10’luk Yiiriiticii Jel ¢dzeltisi hazirlanarak vakit kaybetmeden
sikistirilmis iki cam arasina hava kabarcig1 olusmayacak ve cam plaka ytiksekliginin
3/4tini kaplayacak sekilde dokiilmiistiir. Jel tamamen kuruyana kadar beklendikten
sonra %3’lik Yi18in Jel ¢ozeltisi hazirlanarak yine vakit kaybetmeden donmus olan

Yirtitiicti Jelin lizerine dokiilmiis ve Y1gmn Jelin oldugu cam plakalar arasina tarak
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yerlestirilmistir. Yigin Jel tamamen donduktan sonra tarak yavasga c¢ikarilmistir.
Saplanan tarak ¢ikarildginda Yi1gin Jel kisminda kuyular agilmistir. Bu kuyular tank
tamponu ile yikandiktan sonra kuyulara numune ve marker belli bir sira ile enjekte
edilmistir. Daha sonra numune yiiklenmis birlesik iki cam plaka, elektroforez
hiicresine yerlestirilmistir ve elektroforez tanki tank tamponu ile doldurularak
elektroforez islemi baslatilmistir. Yaklasik 2 saat sonra islem tamamlanmis ve
Yiiriitiicii Jel kism1 iki cam arasindan ¢ikarilarak boyama islemi i¢cin Coomassie
Blue Stain ¢ozeltisinde bir gece bekletilmistir. Boyama isleminden sonra, Jel Destain
¢ozeltisine alinarak 1 gece daha bekletilmistir ve bekleme siiresi sonunda ¢ozeltiden
cikarilarak 20 dakika kurutucuda kurutulmustur. Elde edilen jelde numuneler marker
ile karsilagtirilarak molekiil agirligi bulunmustur. Elde edilen SDS-PAGE sonuglari,
Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Protein marker olarak asagidaki maddeleri i¢eren standart kullanilmigtir.
[-Galaktosidaz : 116 kDa

Bovin serum albumin : 66.2 kDa

Ovalbumin : 45 kDa

Laktat dehidrogenaz : 35 kDa

Endoniikleaz Bsp 981 : 25 kDa

- Laktolobiilin : 18.4 kDa

Lisozim : 14.4 kDa
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Sekil 4.17. SDS-PAGE ile Molekiil Agirlig1 Tayini

Sekil 4.17°de Bacillus subtilis bakteri tiirinden elde edilen proteaz enziminin
amonyum siilfat ¢oktiirme isleminden sonraki c¢okeltisi, numune no.1’dedir ve
molekiil agirlhigr 45 kDa olarak goriilmektedir. Bacillus cereus bakterisinden elde
edilen enzimin amonyum siilfat ¢oktiirme isleminden sonraki cokeltisi, numune
no. 3’ tedir ve molekiil agirhigr 37 kDa olarak goriilmektedir. Ayrica Bacillus cereus
bakterisinden elde edilen enzimin siipernatanti, numune no. 5’tedir ve molekiil

agirhgr 35-40 kDa olarak goriilmektedir.
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5.SONUCLAR VE ONERILER

Laboratuar 6l¢eginde Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakterilerinden proteaz
enziminin kismi saflastirilmasi ve bazi 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla yapilan
bu c¢alismada elde edilen sonuglar ve gozlemler 1s18inda asagida verilen genel

sonuclara varilmistir.

1) Bakterilerin iretilmesi i¢in ¢ farkli yontem denenmistir. Bacillus subtilis
bakterisinin liretilmesi icin yapilan 1. Calismada bakteriler sivi besiyerine ekilerek
174 saat boyunca 37°C’lik etlivde bekletilmistir.Buna gore siipernatantin spesifik
aktivitesi 12 U/mg c¢cikmustir. 2. Calismada ise bakteriler sivi besiyerine ekilerek
37°C’lik etiivde 168 saat boyunca calkanarak bekletilmistir. Buna gore siipernatantin
spesifik aktivitesi 11 U/mg olarak bulunmustur. Yapilan 3. ve 4. Calismada
bakteriler sivi besiyerine ekilerek 37°C’lik etliivde 66 saat boyunca bekletildikten
sonra 100 saat oda sicaklifinda bekletilmistir. Buna gore silipernatantin spesifik
aktivitesi 13 U/mg olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar dogrultusunda bakteriler
tiredikten sona sivi besiyerinin ortam sartlarinin kotiilesmesi sporlanmayr ve
dolayisiyla enzim iiretimini arttirmaktadir. Bu calismada sicaklik degistirilerek ortam
sartlar1 kotiilestirilmistir, sartlar1 kotiilestirmek icin baska yontemler denenebilir.
Ayrica iireme sirasinda Dbesiyerlerinin ¢alkalanmasi sonuglar1 ¢ok fazla
degistirmemistir.

2) Calismada iki farkli aktivite tayini yapilmistir. Aktivite tayini 1 yonteminde
tampon olarak  NaOH-Boraks, Aktivite tayini 2’de ise Tris-HCI tamponu
kullanilmistir. Bacillus subtilis ve Bacillus cereus bakterilerinin 4. ¢alismasinda iki
aktivite tayini karsilastirildiginda, Bacillus subtilis tiiri i¢in Aktivite Tayini 1 ile
spesifik aktivite 15 U/mg, Aktivite Tayini 2 ile spesifik aktivite 13 U/mg olarak
bulunmustur. Bacillus cereus tiirii i¢in spesifik aktivite, 1. yontemle 11 U/mg, ikinci
yontemle ise 12 U/mg olarak bulunmustur. Buna sonuglara gore Bacillus subtilis
tiriinden elde edilen enzim i¢in Aktivite Tayini 1 yontemi kismen daha iyidir.
Bacillus cereus tiiriinden elde edilen enzim igin ise her iki yontem de yaklasik ayni

sonucu vermistir. Bu ylizden iki yontem de tercih edilebilir.
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3) Bacillus subtilis tiiriinden elde edilen proteazin saflastirilmasi igin yapilan 2. ve 4.
Calismalarda % 40, % 70, % 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi  yapilmistir.
3. Calismasinda ise sadece % 70’lik ¢oktiirme yapilmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda kademeli olarak ¢oktiirme yapildiginda spesifik aktivite daha fazla

¢ikmaktadir. Bu ylizden amonyum siilfat ¢oktlirmesi kademeli yapilmalidir.

5) Bacillus subtilis tiirii ile yapilan 2. Calismada elde edilen degerlere gore
slipernatantin spesifik aktivitesi 11 U/mg ve % 40, % 70 ve % 80’lik ¢oktiirme
sonrasi slziintiiniin spesifik aktivitesi 13 U/mg’dir. Sonug olarak siiziintiiye gore
yaklagik 1.2 kat saflagma saglanmistir. Yapilan 3. Calismada elde edilen sonuglara
gore coktlirme oOncesi silipernatantin spesifik aktivitesi 11 U/mg’dir. % 70’lik
coktlirme sonrasi siiziintiiniin spesifik aktivitesi 12 U/mg’dir. Buna gore ¢oktlirme
sonrast siizlintiiye goére 1.1 kat saflasma saglanmistir. 4. Calismasinda ise
siipernatantin spesifik aktivitesi 13 U/mg, % 40 ve % 70’lik amonyum siilfat
¢oktiirmesi sonrasinda siiziintiiniin spesifik aktivitesi 14 U/mg’dir. Sonu¢ olarak

stiziintliye gore 1.1 kat saflagma saglanmistir.

6) Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimine % 40, % 70,
% 80’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir. Elde edilen degerler sonucunda
siipernatantin spesifik aktivitesi 12 U/mg’dir. % 40, % 70, % 80’lik ¢oktiirme
sonrasi elde edilen ¢okeltinin spesifik aktivite ise 14 U/mg’dir. Buna gore yaklagik

1.2 kat saflagma saglanmustir.

7) Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasinda Bacillus subtilis tiiriinden elde edilen
proteaz enziminin tamami ¢okeltiye gecirilememis, bir kismi siiziintiide kalmistir.
Bacillus cereus tiiriinden elde edilen proteaz enziminin ise ¢okeltiye gecirilmistir.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda c¢ok fazla saflasma saglanamamistir ama

hacmin kiiciiltiilmesi agisindan 6nemli olmustur.

8) Bacillus subtilis tiirinden elde edilen proteaz enzimine, amonyum  siilfat
coktiirmesi isleminden sonra DEAE-Seliilloz iyon degistirme kromatografisi
yapilmustir. 3 farkli kolon c¢aligmasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
sirastyla, 3, 29 ve 8 kat saflagma saglanmistir. 1. kolon caligmasinda 11-31
fraksiyonlari, 2. kolon calismasinda 3-8 fraksiyonlari, 3. kolon c¢alismasinda 17-26

farksiyonlar1 proteaz aktivitesi gostermistir. Grafiklerde proteinlerin tam olarak
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spesifik aktivite pikinin altinda pik vermemesi enzimin tam olarak saflasmamis

olmasindandir.

9) Yapilan iyon degistirme kromatografisinin 2. ve 3. kolon c¢aligmasinda 3 M NaCl
kullanilmistir. Bu nedenle 1. kolon c¢alismasina gore daha fazla saflasma

saglanmistir.

10) Yapilan iyon degistirme kromatografisinin 3. Calismasinda spesifik aktivite 84
U/mg olarak bulunmustur. Bu sonu¢ da endiistride deterjan katki maddesi olarak
kullanilan, Bacillus subtilis tiiriinden {iretilen serin alkalin proteazin spesifik

aktivitesi ile aynidir.

11) Calismada yapilan diyaliz islemlerinde genelde aktivite kaybedilmistir. Bunun
nedeni, kullanilan diyaliz bandinin elde edilen proteaz enzimleri i¢in uygun

olmamasi olabilir.

12) Biitiin saflastirma islemlerinde, aktivite kaybini 6nlemek i¢in 4°C’nin altindaki
sicakliklarda ¢aligmak gereklidir. Bu ¢alismada oOzellikle sogutmali santrifiij

kullanilmadigindan yiiksek devirlerde aktivite kayb1 olmustur.

13) Bacillus tiirlerinden elde edilen kismi olarak saflasmis proteaz enzimlerinin
aktivitesi ve kararlilig1 lizerine bazi parametrelerin etkisini incelemek amaci ile

gerceklestirilen ¢aligmalarda asagidaki sonuglar bulunmustur.

Bacillus subtilis bakteri tiiriinde elde edilen proteaz enzimi i¢in;

= Proteaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 60°C’dir.

. Proteaz enziminin 50-60°C sicaklik araliginda stabil kaldig1 tespit edilmistir.
. Proteaz enziminin aktivitesi pH 8.48°de en yliksek degere ulagmustir.

. Proteaz enziminin 4-7 pH araliginda karali oldugu goriilmistiir.

= Reaksiyon zamani ve substrat konsantrastonunun aktivite iizerindeki etkisi

incelendiginde, reaksiyon siiresi ve substrat konsantrasyonu arttik¢a aktivite

artmaktadir.

. Bacillus subtilis bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi i¢in, Vmax degeri
substrat konsantrasyonu-ilk hiz grafiginden 0.343 olarak okunmustur.
(1/2XVmax) hiz degerine karsilik gelen konsantrasyon degeri 0.002 mol/l

olarak bulunmustur. Bu deger Michaelis-Menten sabitinin (Km) degeridir.
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Bacillus subtilis bakteri tiirlinden elde edilen proteaz enzimi i¢in MnCl2 nin,

FeCl, ve CaCly’ye gore daha etkili bir aktivator oldugu goriilmiistiir.

Bacillus subtilis bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi igin, EDTA
daha etkili bir inhibitordiir. CuCl; ise, elde edilen proteaz enzimi iizerinde

daha az inhibe edici olmustur.

Bacillus cereus bakteri tiiriinde elde edilen proteaz enzimi igin;

Proteaz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik 60°C’dir.

Proteaz enziminin 50-60°C sicaklik araliginda kararli kaldig tespit edilmistir.
Proteaz enziminin aktivitesi pH 7.43’de en yiiksek degere ulasmistir.

Proteaz enziminin 4-7.7 pH araliginda karali oldugu goriilmiistiir.

Reaksiyon zamani ve substrat konsantrasyonunun aktivite {izerindeki etkisi
incelendiginde reaksiyon zamami ve substrat konsantrasyonu arttik¢a

aktivitenin arttig1 gdzlenmistir.

Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi i¢in, Vmax degeri
substrat konsantrasyonu-ilk hiz grafiginden 0.238 olarak okunmustur.
(1/2XVmax) hiz degerine karsilik gelen konsantrasyon degeri 0.002 mol/l
olarak bulunmustur. Bu deger Michaelis-Menten sabitinin (Km) degeridir.

Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi i¢in MnCl2 nin,

FeCl, ve CaClz’ye gore daha etkili bir aktivator oldugu goriilmiistiir.

Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enzimi i¢in CuCl, daha
etkili bir inhibitordiir . EDTA ise elde edilen proteaz enzimi iizerinde daha az

inhibe edici olmustur.

Yukaridaki sonuglara goére, Bacillus subtilis’den elde edilen proteaz enziminin en

yiiksek aktiviteyi pH 8.48’de gostermesi bu enzimin alkalin pH’larda etkili oldugunu

gostermektedir. Dolayisiyla bu enzimin serin alkalin proteaz olmasi olasidir.

Bacillus cereus’ dan elde edilen proteaz enzimi ise en yiiksek aktiviteyi pH 7.43°de

gostermesi bu enzimin ndtr pH’larda etkili oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla bu

enzimin metallo proteaz olmas1 olasidir.

Aktivite lizerine sicakligin etkisi incelendiginde, optimum sicaklik ve sicaklik

kararlilig1 i¢in yapilan deney sonuglar1 ayni grafikte cizildiginde optimum sicaklik
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grafigi, sicaklik kararlilig1 grafiginin disina ¢iktigindan, elde edilen enzimin sicakliga

dayanikli oldugu ve kullanilan substratin aktif olmadigi goriilmiistiir.

Iki bakteri tiirinden de elde edilen proteaz enziminlerinin, uzun calisma siiresi

boyunca aktivitelerini kaybetmemeleri bu enzimlerin kararli olduklarini géstermistir.

14) SDS-PAGE ile molekiil agirligi tayini yapildiginda, Bacillus subtilis bakteri
tiriinde elde edilen proteaz enziminin molekill agirhigi, yaklagik 45 kDa olarak
bulunmustur. Bacillus cereus bakteri tiiriinden elde edilen proteaz enziminin molekiil
agirhig, yaklasik 37 kDa olarak bulunmustur. SDS-PAGE calismasinda bantlarin net
olmamasi enzimlerin, sadece amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra jele beslenmis
olmalarindandir. Daha net bantlarin elde edilebilmesi i¢in iyon degistirme
kromatografisi (DEAE-Seliiloz) ve daha baska saflastirma islemleri yapilarak

enzimler daha ¢ok saflastirilmalidirlar.

15) Bu ¢alismada Bacillus tiirleri ile yapilan ¢alisma sonucunda, seri alkalin proteaz
ve metallo (n6tr) proteaz tiirleri elde edilmistir. Bacilllus subtilis tiirtinden elde edilen
proteaz enzimi, alkalin pH’larda aktif olmasi nedeniyle deterjan katki maddesi olarak
kullanima uygundur. 3. Caligmada elde edilen proteaz 84 U/mg spesifik aktiviteye
sahiptir bu da endiistride deterjan katki maddesi olarak kullanilan, Bacillus subtilis
tiiriinden fiiretilen serin alkalin proteazin spesifik aktivitesi ile aynidir. Bu ¢alisma

daha uygun sartlarda denenerek daha ileri kademelere gotiiriilebilir.
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