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TERMOFILIK BiR KUF OLAN Scytalidium thermophilum’dan PROTEAZ

ENZIMININ URETIMI, SAFLASTIRMASI VE KISMI
KARAKTERIZASYONU
OZET

Protein yapisindaki peptit baglarinin hidrolizinden sorumlu olan proteazlar, oldukga
genis bir grubu temsil etmektedir. Calismada, termofilik bir kiif olan Scytalidium
thermophilum’dan hiicre dis1 proteaz enziminin optimum fermantasyon kosullarinda
tiretimi, saflagtiritlmasi ve kismi karakterizasyonu amaglandi. Buna gore, %4 (a/h)
glukoz, %1 (a/h) maya ekstrakti, %0,05 (a/h) MgS0a4.7H20, %0,04 (a/h) KCI ve %0,1
(a/h) KoHPOg4 igeren 250 mL YpSS Broth besiyerinde biiyiitiilen mikroorganizmadan
ic gilinliik fermantasyon sonunda hiicreler uzaklastirilarak ham enzim ekstrakt1 elde
edildi. Saflastirma hem klasik kromatografi hem de sulu ikili faz sistemi (ATPS)
uygulanarak gerceklestirildi ve saflastirma bulgular karsilastirildi. ATPS’ye maruz
birakilan ham ekstrakt drneginden 5,1-kat ve %78 aktivite geri kazanimla proteaz
enzimi saflastirildi. HiPrep Q XL (16/10) kolonundan ise proteaz enzimi %22 geri
kazanimla yaklasik 3-kat saflastirildi. SDS-PAGE’de her iki yolla saflastirilan proteaz
Ornegine ait tek bant gozlendi, protein bandimin molekiil agirligi ~80 kDa olarak
hesaplandi. Enzimin optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 60 °C ve 8,0 olarak
tespit edildi. Kararli oldugu sicaklik araligi 30-60 °C, pH araligi ise 4,0-9,0 olarak
belirlendi. S. thermophilum’dan ilk defa bu ¢alismada saflastirilan proteaz enziminin
sicaklik ve pH degisimlerine gosterdigi kararlilik, enzimin farkli endistriyel
uygulamalarda kullanimina yatkin olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Karakterizasyon, Kromatografi, Optimizasyon, Proteaz, S.
thermophilum.

viii



PRODUCTION, PURIFICATION AND PARTIAL CHARACTERIZATION
OF PROTEASE ENZYME FROM THERMOPHILIC FUNGUS Scytalidium
thermophilum

ABSTRACT

Proteases, which are responsible for the hydrolysis of peptide bonds in the protein
structure, represent a very large group of enzymes. In this study, it was aimed to
produce, purify and partially characterize extracellular protease enzyme from a
thermophilic fungus, Scytalidium thermophilum, under optimum fermentation
conditions. For this purpose, S. thermophilum was grown in 250 mL of YpSS Broth
medium including 4% (w/v) glucose, 1% (w/v) yeast extract, 0.05% (w/v)
MgS0..7H20, 0.04% (w/v) KCI and 0.1% (w/v) KoHPO4. After three days of
fermentation, the cells were removed and crude enzyme extract was obtained.
Purification was carried out using both conventional chromatography and aqueous
two-phase partitioning system (ATPS), and purification parameters observed were
compared. The protease enzyme was purified with a 5.1-fold and 78% activity
recovery from ATPS. With HiPrep Q XL (16/10) column, purification fold and activity
recovery values were 3-fold and 22%, respectively. The purity was checked with SDS-
PAGE analysis where a single band corresponding to ~80 kDa was observed. The
optimum temperature and pH values of the purified enzyme were determined as 60 °C
and 8.0, respectively. The enzyme was found stable in a temperature range of 30-60
°C, while it was stable in pH values varying from 4.0 to 9.0. The stability of the S.
thermophilum protease enzyme, purified here for the first time, against different
temperature and pH values, indicates that the enzyme has a potential for its use in
different industrial applications.

Keywords: Characterization, Chromatography, Optimization, Protease, S.
thermophilum.



GIRIS

Enzimlere ekonomik ve ekolojik avantajlar1 nedeniyle endiistriyel sektorlerdeki talep
stirekli artmaktadir. Mikroorganizmalar, kendi metabolizmalarini, savunma
sistemlerini ve normal fizyolojik durumlarini siirdiirmek i¢in farkli tipte hiicre dist
enzimler tretirler. Hidrolaz sinifina dahil olan proteazlar, endiistriyel sektorlerde 6zel
ilgi gormektedir. Bu sebeple arastirmacilar tarafindan proteaz enzim kaynagi olarak
cesitli organizmalar hedef gosterilmektedir; ancak bunlar arasinda mikrobiyal
kaynakli olanlar diisiik maliyet, yiiksek tiretim hizi, bulunabilirlik, kararlilik ve
cesitlilik nedeniyle hayvan ve bitki kaynaklarindan elde edilen enzimlere gére daha

yiiksek ticari degere sahiptirler.

Genis bir bakteri ve mantar grubu hiicre dis1 proteaz tiretmektedir; ancak proteaz
tireten mikroorganizmalarin ¢ogu Bacillus tiirlerine aittir. Diger taraftan Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola, Thermoascus ve Thermomyces gibi

mantarlardan da proteaz iiretimi gergeklesmektedir.

Bu ¢alisma termofilik bir kiif olan S. thermophilum’dan hiicre dis1 proteaz enziminin
tretimi, saflagtirilmasi ve karakterizasyonunu kapsamaktadir. Buna gore, endiistriyel
bir enzim olarak bilinen proteazin termofilik bir mikroorganizmadan kisa siirede,
yiiksek verimde ve diigiik maliyette elde edilmesi amaciyla S. thermophilum’un
fermantasyon kosullar1 optimize edildi. Daha sonra kiiltiir ortamindan iki farklh
yontemle (sulu ikili faz sistemi ve iyon degisim kromatografisi) saflastirma yapilarak
en uygun saflagtirma teknigi belirlendi. Son olarak, saflastirilan proteaz enziminin jel
elektroforez ile molekiiler agirligi belirlenerek sicaklik ve pH gibi farkli fiziksel

kosullar altinda kararlilig1 analiz edildi.

Calismada S. thermophilum proteazi ilk kez saflagtirildigindan 6zgiin deger
tasimaktadir. Ayrica, iki farkl saflastirma yontemine ait bulgularin ayni ¢alismada
degerlendirilmesi ve literatiirle karsilastirilmis olmasi bakimindan 6zgiindiir. Enzimin
biyokimyasal 6zellikleri literatiirle benzerlik gostermistir. Kararlilik testleri enzimin

endiistriyel alanda kullaniminin uygun olduguna isaret etmektedir.



1. GENEL BiLGILER

1.1. Proteazlar (EC 3.4)

Proteinaz veya peptidaz olarak da bilinen proteazlar, enzim siniflarindan hidrolaz

ailesinin bir {iyesi olup polipeptit zincirindeki amid baglarinin hidrolizini katalizler

(Sekil 1.1.).

N-terminali N-terminali
%, %,
NH NH
R»]““'"" ~ R1lllllr~~
VR
F20 4 Ly ©
HNA HO
R2
O::QE H,N
C-terminali —=R,
O=C
?,
C-terminali

Sekil 1.1. Proteaz aktivite mekanizmasi (URL-1)

Proteazlar olduk¢a genis bir sinifi temsil etmekle birlikte katalizledikleri reaksiyon
farkli
siiflandirilmalara tabi tutulurlar (Singh ve dig., 2016; Gurumallesh ve dig., 2019).

tipi, katalitik bolgelerinin  kimyasal iliskileri ve yapilarina gore
Katalitik islevlerine gore yapilan siniflandirmada iki ana grup ve bu gruplara bagh
sekiz farkli alt grup yer alir (Tablo 1.1.). Proteinleri karboksil (C-terminal) ya da amino
(N-terminal) uglarindan ayiran gruba ekzopeptidaz adi verilirken, hedef proteinleri i¢
kisimlarindan pargalayan proteaz grubu endopeptidaz olarak isimlendirilir, Sekil
1.2°de gosterilmektedir (McDonald, 1985; Yildirim, 2014; Clark ve Pazdernik, 2016).
Ekzopeptidazlar, hedef aldiklar1 amino veya karboksil ugta bulunan amino asit(ler)
dikkate alinarak aminopeptidaz ve karboksipeptidaz olmak iizere iki alt gruba ayrilirlar

(Barrett, 2000).



. Amino asit
== Peptit bagi

l Hidroliz

e o,
Amino ucu Karboksil ucu
Polipeptit zinciri
. Ekzopeptidaz I Endopeptidaz
Amino ucu Karboksil ucu
o-0’'0-0'0-0'0-0'0-0
Amino ucu Karboksil ucu

Sekil 1.2. Proteazlarin katalitik 6zelliklerine gore sinifllandirilmasi (Idowu ve dig.,
2021)

Aminopeptidazlar, bitki ve hayvanlarda genis bir sekilde dagilis gdstermekte olup
bir¢ok subselliiler organelde, sitoplazmada veya zar bilesenleri olarak bulunurlar
(Taylor, 1993). Aminopeptidazlarin ¢gogu hiicre i¢i enzim olmakla birlikte hiicre digina
salgilanan ornekleri de mevcuttur (Gurumallesh ve dig., 2019). Aminopeptidazlar
birgok temel hiicresel islevi yerine getirirler; bu peptidazlarin tiimii olmasa da ¢ogu
¢inko metalloenzimleridir ve bestatin tarafindan inhibe edilir. Bazilar1 monomerik
yaptya sahipken bazilar1 nispeten yiiksek kiitleli (50 kDa) alt birimlerden olusan
gruplar seklindedir (Taylor, 1993). Ug¢ boyutlu yapist belirlenen sadece dort
aminopeptidaz (Vibrio proteolyticus [PDB Kodu: 1AMP], Xanthomonas citri [PDB
Kodu: 1AZW], Homo sapiens [PDB Kodu: 1BN5] ve Pyrococcus furious 'dan [PDB
Kodu: 1XGS] izole edilmis aminopeptidazlar) bulunmaktadir.

Karboksipeptidazlar, polipeptit zincirinin karboksil ucuna etki ederek tek bir
aminoasidi veya dipeptiti serbest birakirlar (Dadi, 2012). Karboksipeptidazlar, aktif
bolgelerinde yer alan amino asit veya metal grubuna gore; serin, metallo ve sistein
karboksipeptidaz olarak ii¢ alt gruba ayrilirlar (Sari, 2011). Insanlar, hayvanlar,
bitkiler ve bakteriler olmak {izere genis bir yayilim gdsteren karboksipeptidazlar,
katabolizmadan protein olgunlagsmasina kadar ¢ok sayida farkli islevlere sahip olmakla

birlikte yiliksek diizeyde ¢esitlilik gosterirler. Bilinen ilk karboksipeptidazlar, gidanin



sindirimi ile ilgili olan pankreas karboksipeptidaz A1, A2 ve B’dir. Bununla birlikte,
bilinen karboksipeptidazlarin ¢ogunun katabolizma yerine proteinlerin post-
translasyonel modifikasyonu veya biyolojik siiregleri diizenlemeye yardimci olduklari
tespit edilmistir. Ornegin, insiilin gibi ndroendokrin peptitlerin biyosentezi, bir
karboksipeptidaz gerektirir. Karboksipeptidazlar ayrica kanin pihtilagmasinda,
biiylime faktorii iretiminde, yara iyilesmesinde, iremede ve diger bir¢ok islemde islev

gormektedir (URL-2).

Tablo 1.1. Proteazlarin katalitik islevlerine gore siniflandirilmasi

Proteaz EC Numarasi
Aminopeptidaz 3.4.11
Ekzopeptidaz Serin 3.4.16
(Ekzoproteaz) Karboksipeptidaz Metallo 3.4.17
Sistein 3.4.18
Serin proteaz 3.4.21
Sistein proteaz 3.4.22
Endopeptidaz Aspartik proteaz 3.4.23
(Endoproteaz) Metalloproteaz 3.4.24
Katalitik mekanizmasi 3.4.99

bilinmeyen proteazlar

Endoproteazlar polipeptit zincirinin N- ve -C terminal uglar1 yerine zincirin ig
kisminda bulunan peptit baglarin yapisindaki N- ve -C terminal uglarina etki

etmeleriyle karakterize edilirler (Rao ve dig., 1998).

Bilinen tiim proteolitik enzimlerin ii¢te birinden fazlas1 serin proteazlardir. Isimlerini
aktif bolgelerinde bulunan serin amino asidinden alirlar. Katalitik bolgede bulunan
niikleofilik serin, aspartat ve histidin ile katalitik ti¢lii bir yap1 olustururlar. Serin
proteazlarin ¢ogu substrat spesifitesi gosterir; polipeptit zincirindeki peptit bagim
tirozin, fenilalanin ya da l8sinin karboksil ucundan hidrolizlerler. Viriisler, bakteriler
ve Okaryotlarda yaygin olarak bulunurlar. Birbirine yapisal agidan benzeyen serin
proteazlar kirk aile olarak gruplanmistir, buna ek olarak yaygin on ii¢ atasal klana
sahiptir (Di Cera, 2009). Serin proteazlarin optimum aktiviteleri pH 7,0 — 11,0
araliginda degismekte olup izoelektrik noktalar1 4,0 ila 7,0 arasindadir (Singh, 2016).
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Bilinen en yaygin inhibitdrleri PMSF (fenilmetilsiilfonilfloriir), di-izopropilflorofosfat
(DFP), tosil-L-lizin klorometil keton (TLCK) ve 3,4-dikloroizokumarindir (3,4-DCI)
(Rao ve dig., 1998).

Tiyol proteazlar1 olarak da bilinen sistein proteazlar, serin proteazlari gibi isimlerini
aktif bolgelerinde katalitik mekanizmada 6nemli rol oynayan sisteinden alirlar ve bu
sistein merkezdeki histidin ve aspartik asitle birlikte katalitik ti¢lii bir yap1 olusturur.
Gliniimiize kadar yaklasik yirmi sistein proteaz ailesi tanimlanmistir (Gurumallesh,
2019). Optimum pH’lar1 noétral veya zayif alkalidir (Sriket, 2013). Cogunlukla
viriislerde, bakterilerde, mantarlarda, protistalarda ve bitkilerde bulunur. Memelilerde
ise kalpain ve lizozomal katepsin olmak iizere iki ana sistein proteaz grubu vardir.
Bitkilerde bulunan papain yine bu grubun en bilindik tyelerindendir (Rao ve dig.,
1998). Sistein proteazlar, PCMB (parakloromerkuribezoat) gibi siilfidril ajanlara
duyarlilik  gosterirken metal-selatlayicilardan  biri  olan DFP  (diizopropil
florofosfat)’den etkilenmemektedirler (Turus, 2011).

Metalloproteazlar, katalitik bolgelerinde divalent metal iyonlar1 (¢ogunlukla Zn*?)
barindirirlar. Metalloproteazlarin siniflandirmast proteinin katalitik bolgesine gore
yapilmaktadir. Optimum pH’lann 50 — 9,0 arasmndadir (Ozden, 2014).
Metalloproteazlar metal selatlayic1 olarak bilinen EDTA tarafindan inhibe olmakta
ancak siilfidril ajan1 veya DFP ile inhibe olmamaktadir; bu sekilde diger proteazlardan

kolaylikla ayrilir (Oner, 2009).

Aspartik proteaz enzimi aktif bolgesinde aspartik asit bulundurur. Cogunun
maksimum aktivitesi pH 3,0 — 4,5 araliginda gergeklesir ve izoelektrik noktalari 3,0
ila 4,5 arasindadir (Rao ve dig., 1998). Ug gruba ayrilirlar, bunlar; pepsin (Al),
retropepsin (A2) ve pararetroviriislerden (A3) elde edilen enzimlerden olusur (Dadi,
2012). Aspartik proteazlar omurgalilarda, bitkilerde, mantarlarda, protozoonlarda,
prokaryotlarda ve retroviriislerde bulunurlar. Hayvanlarda bulunan pepsin en bilindik

aspartik proteazlardandir (Santos ve dig., 2013; Sawant ve Nagendran, 2014).
1.2. Proteaz Enziminin Endiistriyel Kullamim Alanlari

Diinya genelinde farkli endiistrilerde kullanilan kimyasallarin insan saglhigina ve

cevreye karsi olan olumsuz etkileri giin gectikgce artmaktadir. Bu durumun oniine



gecmek icin zararli kimyasallarin ¢evre dostu iriinlerle degistirilmesi ve diinyaya
verilen zararin diizeltilmesi iizerine caligmalar yapilmaktadir. Bilim insanlarinin
onceligi enzimatik siiregleri kimyasal siireclerin yerine gecirmektir (Razzaq ve dig.,

2019).

Proteaz enzimi diinya pazar paymin %60’a yakin kisminit olusturan {i¢ biiylik
endistriyel enzim grubundan biridir (Rani ve dig., 2012). Bircok farkli alanda
kullanilir. Ozellikle deri, deterjan, gida, atik isleme, agir metal (giimiis) geri kazanimi
ve peptit sentezi gibi alanlarda kullanimi olduk¢a yaygindir (Silva ve dig., 2017).

Proteazlarin farkli endiistrilerdeki kullanim amaclar1 Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2. Proteaz enzimi uygulama alanlari (Singh ve dig., 2016).

Endiistri Kullanim amaci
Deterjan Yikama iglem veriminin arttirilmasi
Gida Sindirme kolayligi, lezzet arttirma,

viskoelastik 6zellikler kazandirma, etin
yumusatilmasi, alerjenligin azaltilmasi vb.

flac Kansere kars1 uygulamalar, immiin sistemin
giiclendirmesi

Tekstil Agartma, kumasin gii¢lendirilmesi, derinin
tilylerden arindirilmasi

Kisisel bakim Cildin kirlerden arindirilmasi ve
yumusatilmasi

Agir metal geri kazanim Glimiis tabakay1 filmden ayirma

Atik isleme Hayvansal atiklarin yem haline getirilmesi

Peptit sentezi Asimetrik peptit sentezi

Proteazlarin bir¢ogu kendilerine 6zgii mekanizmalar1 ve uygulama alanlarindan dolay1
diinya genelinde oldukca dikkat ¢ekmis, fiziksel ve biyoteknolojik caligmalarda
kullanilmislardir. Ekolojik olarak giivenli oldugu diisiiniilen enzimlerin toksik ve
patojenik 0Ozellik gdstermemesi sebebiyle ticari olarak kullanilabilecegi 6ne

stiriilmistiir (Sawant ve Nagendran, 2014).

Hayvanlardan, bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde edilebilen bu enzimin
mikrobiyal kaynakli olanlar1 yaygin olarak endiistride kullanilmaktadir (Singh ve dig.,

2016). Ozellikle fungal ve bakteriyal enzimler iiretimlerinin kolay ve hizli olmasindan



dolayr siklikla tercih edilir. Cogu fungal enzim ekstraseliilar ve islenmeye uygun

durumdadir (Kudryavtseva ve dig., 2008; Thirunavukkarasu ve dig., 2017).
1.2.1. Deterjan endiistrisi

1913 yilinda ilk kez bir deterjanin yapisinda kullanilan pankreatik ekstraktini,
sonradan farkli kaynaklardan elde edilen gesitli proteazlar izlemistir (Singh ve dig.,
2016). Deterjan endiistrisinde kullanilan proteazlar toplam enzim endiistrisinde
yaklasik %20’lik bir paya sahiptir. Cogunlukla evlerde camasirlarin temizliginde
kullanilmakla birlikte protez ve kontakt lens temizleyicilerinin iceriginde de
bulunmaktadir (Razzaq ve dig., 2019). Ayrica bulasik makinesi deterjanlarinda yer
aldig1 hatta lipazlarla beraber kullanildiklarinda oldukga iyi bir yag ve protein artigi

¢oziiciisii oldugu unutulmamalidir (Oz¢dmlekgi, 2006).

Ideal deterjan proteazlari, birgok lekenin (yemek, kan, ¢im ve viicut salgilar)
temizlenmesinde etkili olmasi i¢in genis bir substrat spesifitesine sahip olmalidir. Bu
ozelliklerinin yaninda deterjanlara eklenen kenetleyici ve oksitleyici ajanlarla uyumlu
olmasi, yiiksek sicaklik ve pH’larda aktivite gostermesi ve kararli olmasi gibi
ozellikleri baglica gereksinimlerdir. Proteaz enziminin pl (iyonik gii¢) degerinin
bilinmesi enzimin performansint en 1yi sekilde gdstermesi i¢in anahtar bilesendir.
Deterjan soliisyonundaki proteazin pH degeri ve iyonik gilicii birbirine denk
oldugunda, uygulamanin daha etkin oldugu gézlenmistir (Rani ve dig., 2012). Camasir
yikama sirasinda diisiik 1s1da ve kisa siirede temizlik yapilmasini saglayan proteazlar
aym zamanda kumas yipranmasmin da 6niine gecmektedir (Oz¢omlekei, 2006).
Gliniimiizde biyomiihendisler rekombinant DNA (rDNA) teknolojisini kullanarak
yiiksek kararlilia ve uzun raf omriine sahip proteaz iiretimi i¢in ¢aligmaktadirlar

(Razzaq ve dig., 2019).
1.2.2. Gida endiistrisi

Proteaz enzimlerinin gida endiistrisinde uzun yillardir kullanildigi bilinmektedir.
Ozellikle peynir yapiminda misel olusumunu engelleme ve kappa kazeini hidrolize
etmek amaciyla proteaz enzimi eklenmektedir. Ayrica hamura esneklik kazandirmak

amaciyla yine proteaz ilavesi yapilmaktadir (Arya ve dig., 2020). Bu o6zellikleri



nedeniyle beyaz ekmek, pogaca, kek, biskiivi ve kraker yapiminda siklikla tercih
edilirler (Rao ve dig., 1998).

Firincilikta gluten olarak adlandirilan ¢6ziinmesi oldukga zor olan ve hamurun yapisini
belirleyen protein, proteaz enzimleri tarafindan hidroliz edilmektedir. Glutenin
hidrolizasyonu sayesinde hamuru karistirma siiresi azalmakta ve hamurun daha ¢ok

kabarmasi1 saglanmaktadir (Sawant ve Nagendran, 2014).

Proteazlarin bag dokularinda ve kas liflerinde bulunan proteinleri hidrolize edebilme
yetenegi etin yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Singh ve dig., 2016). Proteazlar
ayrica bira mayalari1 parcalayip ve biranin daha berrak hale gelmesini

saglayabilmektedirler (URL-2).

Kazein sayesinde alkalen proteaz iceren peynir alti suyu Ve soya proteinlerinden
protein hidrolizatlar1 elde edilmektedir. Bu zengin protein igerikleri, bebek mamasi
yapiminda, terapdtik besinlerde ve meyve sularinin zenginlestirilmesinde tercih

edilmektedir (Dad1, 2012; Razzaq ve dig., 2019).
1.2.3. lac endiistrisi

Proteazlarin ¢esitliligi ve 6zgilliigi, etkili terapotik ajanlarin gelistirilmesinde biiyiik
avantaj saglamaktadir. Viicuttaki proteazin tiiketilmesi agri, burkulma ve
yaralanmalara karg1 viicudun hassas hale gelmesine, dolayisiyla bagisiklik sistemin
zayiflamasima sebep olmaktadir. Bununla beraber proteaz seviyesindeki azalma

kansere de sebep olabilmektedir (Chanalia ve dig., 2011).

Viicuttaki cesitli ihtiyaclar1 gidermek veya eksik enzim ihtiyacini karsilamak igin
enzim takviyeleri tiretilmektedir. Sindirim sistemini desteklemek i¢in iiretilen ilaglarda

proteazlar kullanilmaktadir (Rao ve dig., 1998).

Kollojenaz ve subtisilin gibi enzimler yara ve yaniklarin tedavisinde genis spektrumlu
antibiyotiklerle beraber kullanilmaktadir (Dadi, 2012). Yine bir proteaz olan
serratiyoproteazlar akut ve kronik iltihaplanmalara karsi oldukca etkilidir. Ayni
zamanda agriya sebep olan bradikinin gibi peptit salinimini da engellemektedir (Singh
ve dig., 2016). Asparijanaz enzimi ise lenfositik 16semi ve cesitli tiirlerinde kan

akigindaki asparajinin azaltilmasi igin tercih edilmektedir (Tolan, 2015).
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1.2.4. Tekstil endiistrisi

Tekstil sanayinde proteazlar, genelde iiriinlerin 6n islemesinde kullanilmaktadir.
Papain, pronaz ve pepsin gibi proteazlarin yiinler ile muamele edildiginde liflerin
esneklestigi ve beyaz bir renk elde edildigi goriilmiistiir. Iplik de aymi sekilde
proteolitik enzimlerle islenirse, yapisinda bulunan “serisinin” ipligin kayganligini ve

parlakligini etkiledigi gézlenmistir (Tolan, 2015).

Insanligin sosyo eknomik aktiviteleri arttik¢a diinya genelindeki ¢evresel problemler
de artmaktadir. Uretim endiistrisi de (8zellikle deri {iretimi) bu ¢evresel problemlerin
birgogunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Khambhaty, 2020). Proteaz enzimi derinin
islenmesinde biiyiik bir paya sahiptir. Derinin islenmesi kiregleme, 1slatma, tiiy ve
yiiniin deriden uzaklastirma, tabaklama, samalama, yaglardan arindirma ve temizleme
gibi agamalar igerir. Alkalen proteazlar tiiy giderme asamasinda zararli bir kimyasal
olan Na>SOj4 yerine kullanildiginda gevresel problemlerin kismen Oniine ge¢ilmis

olunur (Arya ve dig., 2020).

Proteazlar derideki fibril yapida olmayan proteinleri elemek ve kollojen olmayan
bilesenleri indirgemek amaciyla da kullanilabilir. Diger yandan, suyun daha hizli
emilmesini saglayarak islatma i¢in gereken zamandan tasarruf saglayabilmektedir.
Sodyum siilfat ve kalsiyum hidroksitle beraber kullanildiginda ise tiiy ve yiin giderme
asamalarinda ortaya ¢ikan atik miktar1 azalmaktadir (Singh ve dig., 2016).

Proteaz enziminin deri endistrisinde kullanimin sagladigi avantajlar yaninda
dezavantajlart da vardir bunlar; derinin bilesenlerinin deforme olarak fiberlerin
yetersiz sekilde agilmasi, taneciklerin daha diiz olmasi ve yiiksek maliyete sebep
olabilmesi seklinde orneklendirilebilir. Bu sebeplerden otiirii enzim teknolojilerinde
pratik secenekler sunmasina ragmen heniiz ¢alismalardaki eksiklikler nedeniyle deri
endistrisinde proteaz enzimi kullanimi ¢ogu bilim insan1 tarafindan kabul

gormemektedir (Khambhaty, 2020).
1.2.5. Bakim iiriinleri

Cildi temizlemek, olii deriden arindirmak veya nemlendirerek yumusatma gibi

amagclar i¢in proteaz enzimlerinden bromelain ve papain uzun yillardir



kullanilmaktadir (Sunar ve dig., 2016). Ayrica sa¢ ve dis bakim iiriinlerinde de proteaz

enzimleri bulunmaktadir (Yildirim, 2014).
1.2.6. Giimiis geri kazanimi

Alkalen proteazlarin glimiisiin geri kazaniminda 6nemli rolleri bulunmaktadir (Gupta
ve dig., 2002). Rontgen filmlerinde yer alan giimiis miktar1 5 ila 15 g/kg arasinda
degismektedir. Giimiislin filmlerden geri kazanimi kimyasal veya enzimatik yolla
yapilabilmektedir. Metalik giimiis oksidayon yoluyla filmlerin kimyasal olarak
yakilmasi ¢evre kirlilige yol agmakta ve saglik problemlerine sebep olmaktadir. Buna
karsin mikrobiyal kaynakli proteazlar kullanildiginda filme gomiilii giimiis tabakasinin
soyulma islemi kirlilik icermemektedir. Enzimatik yontem yavas gergeklesmekte

ancak hem kirliligi azaltmakta hem de maaliyeti diisiirmektedir (Saraswathy ve dig.,
2013).

1.2.7. Atik isleme

Proteazlar hem evsel hem de endiistriyel atiklart ayrigtirabilme potansiyeline sahiptir.
Protein igerikli atiklarin ¢6zdiiriilmesi ve su sistemlerinin biyolojik oksijen taleplerinin

azaltilmasim Karsilamaktadirlar (Yildirim, 2014).

Hayvansal atik giderimi i¢in kiimes hayvanlar1 ve balik kaynakli atiklarin proteazlarla
giderilmesi 6rnek verilebilir. Kiimes hayvanlarinin kus tiiyii atiklari proteaz enzimiyle
parcalanarak hayvan yemi haline getirilmektedir (Tolan, 2015). Balik agirliginin
yaklasik %50’sini olusturan balik atik malzemeleri ise proteaz enzimi kullanilarak

lipit, enzim ve Kitin gibi biyomolekiillere doniistiiriilmektedir (Y1ldirim, 2014).
1.2.8. Peptit sentezi

Proteaz enzimi tarafindan hidrolizin ters enzimatik reaksiyonu kullanilarak peptit
sentezi ilk kez Bergman ve Frankel-Conrat (1937) tarafindan kaydedilmis, sonrasinda

ise proteaz varliginda peptit sentezi yayginlasmistir (Yildirim, 2014).

Kimyasal yolun tersine proteaz kullanarak peptit sentezinin gergeklestirilmesi polar
olmayan subsratlarin  ¢Oziinlirligliniin  artmasi, hidroliz  reaksiyonlarinda

termodinamik dengenin tersine ¢evrilmesi, suya bagli yan reaksiyonlarin bastirilmasi
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ve mikrobiyal kontaminasyonun 6nlenmesi gibi pek ¢ok avantajlara sahiptir (Yildirim,
2014).

1.3. Proteaz Enzim Ureticileri

Proteaz enzimi biitiin yasam formlar1 tarafindan tretilebilmektedir. Oldukg¢a fazla
sayida canli organizmadan elde edilebilen proteaz enzimi insanlik tarihi boyunca
bir¢cok alanda kullanilmistir. Ancak endiistride ragbet goren proteazlarin ana kaynagi
mikroorganizmalardir. Mikrobiyal proteazlarin verimliligi bitkisel ve hayvansal
kaynakli proteazlara gore daha yiiksektir, kisa zamanda ve kisitli alanda tiretilebilirler;
bu ozellikleri sebebiyle endiistriyel kullanim agisindan diger proteaz {ireticilerine

karsin daha fazla ragbet goriirler (Dhillon ve dig., 2017).
1.3.1. Bitkisel proteaz iireticileri

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanimi toprak ve iklim kosullari gibi birgok
faktoriin ekim igin uygunluguna baghdir (Rani ve dig., 2012). Bitkiden proteaz
tiretiminde bitkinin biiylime kosullarini, protein iiretim ve saflastirma kosullar1 dikkate
alinarak meydana gelecek zaman kaybi ve harcanacak isgiicii gibi faktorlere dikkat
edilmelidir (Gurumallesh ve dig., 2019). Tablo 1.3’te bitkisel kaynakli proteaz

tireticileri tarafindan {iretilen enzimler ve uygulamalarina 6rnekler gosterilmektedir.

Tablo 1.3. Bitkisel kaynakli proteaz lireticileri tarafindan tiretilen enzimler

Kaynak Enzim Uygulama Referans

Carica Papain Eti yumusatma Dhillon ve dig., 2017
papaya

Ficus Fisin Ameliyat i¢in dikis malzemesi Motyan ve dig., 2013
carica yapimi veya eti yumusatma

Actinidia  Asitinidin  Siit pthtilagtirma veya eti Chalabi ve dig., 2014
deliciosa yumusatma

Cucumis  Kukumisin Siit pihtilastirma, kollojen Silva-Lopez ve
melo L. hidrolizi veya peptit sentezi Gongalves, 2019

1.3.2 Hayvansal proteaz iireticileri

Hayvansal proteazlardan; rennin (rennet), kimotripsin, pankreatik tripsin, ve pepsin
sindirim siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Gurumallesh ve dig., 2019). Bu enzimler

cogunlukla sigirlardan elde edilirler; ancak, endiistriyel alandan gelen talepler iizerine

11



bu enzimlerin rekombinant varyantlar iiretilmis ve etkileri test edilmistir (Ozcengiz,
2002).

Tripsin, pankreas kaynakli bir serin proteaz olup bilimsel arastirma veya endiistriyel
amaclt bakteri iretimi i¢in gerekli olan biiyiime ortaminin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Kimotripsin hayvanlarin pankreatik sivisindan elde edilmekte, bu
nedenle pahali bir enzimdir. Medikal teshis ve diger analitik uygulamalarda siklikla
yer almaktadir (Dhillion ve dig., 2017). 2012 yilinda yayinlanan bir ABD patent
calismasinda (Patent No. US20120135460 A1) rekombinant kimotripsin tiretimi ve
gida uygulamalarinda kullanimi gosterilmistir. Pepsin tim omurgalilarin midesinde
bulunan bir asidik proteazdir ve gida proteinlerini parcalar. Rennin pepsine benzeyen
bir proteaz olup; biitiin memelilerin midesinde bulunmaktadir, siit endiistrisinde
peynirin daha lezzetli hale getirilmesi veya lor peyniri yapimi amaciyla yaygin olarak

kullanilmaktadir (Rani ve dig., 2012).

Son zamanlarda hayvanlardan insanlara bulasan hastaliklarin goriilme sikliginin
artmasi Sebebiyle 6zellikle gida endiistrisinde kullanilan hayvansal kaynakli proteazlar

yerine mikrobiyal proteazlarin kullanimi yayginlasmistir (Dhillon ve dig., 2017).
1.3.3 Mikrobiyal proteaz iireticileri

Mikroorganizmalar sahip olduklar1 genis ¢apli biyokimyasal gesitlilikleri ve genetik
uygulamalara duyarliliklart sebebiyle miikemmel enzim ireticileridir. Diinya
genelinde enzim pazarmin yaklasik %40’m1 mikrobiyal proteazlar olusturmaktadir
(Rao ve dig., 1998).

Mikrobiyal proteazlarin bircogu ekstraseliilerdir, bdylece bitkisel ve hayvansal
proteazlara gore dogrudan fermantasyon ortamindan alinip yiiksek miktarda saf enzim
toplanarak ticari kullanimina yonelik iglemlerin yapilabilmesi daha kolaydir.
Mikrobiyal proteaz enzim kaynaklarinin ¢ogu bakteriler ve mantarlardir (Dhillon ve
dig., 2017).

1.3.3.1 Bakteriyal proteaz iireticileri

Ticari proteazlarin ¢ogu alkali veya nétraldir ve Bacillus cinsi mikrorganizmalar

tarafindan iretilir. Bakteriyal notral proteazlar kisith pH araliginda (pH 5,0 — 8,0)
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aktiftir ve 1s1ya toleranslar diisliktiir (Rao ve dig., 1998). Notraz, gida endiistrisinde
protein hidrolizati olarak kullanilan bir ndtral proteaz enzimidir. Alkalen proteazlar ise
alkali pH’da optimal aktivite gosterirler ve 1siya olduk¢a dayaniklidirlar. Bunlara
ornek olarak, Bacillus licheniformis ve Staphylothermus marinus tarafindan iiretilen

proteazlar verilebilir (Dhillon ve dig., 2017).
1.3.3.2 Viral proteaz iireticileri

Viral proteazlar yeni antiviral ilag ajanlarinin gelistirilebilmesi i¢cin 6nemli hedeflerdir.
Son 20 yilda yapilan calismalar, bir¢cok virlisiin bir veya daha fazla proteazi
kodladigint gostermistir. Bu enzimler viral proteinler veya Oncii kapsitlerin
olgunlagmasi ve yeni viriyonlarin {iretimi i¢in gerekli katalitik aktiviteyi saglarlar.
Viral proteaz inhibitorlerinin klinik 6nemi, Kazanilmis Bagisiklik Yetersizligi
Sendromu (AIDS) hastalarinin tedavisinde HIV proteaz inhibitorlerinin basarili bir
sekilde uygulanmasiyla gosterilmistir. Ustelik proteaz ve ters transkriptaz
inhibitorlerinden olusan kombinasyon tedavisinin HIV enfeksiyonlarina karsi en etkili

uygulama oldugu kanitlanmistir (Tong, 2002).
1.3.3.3 Fungal proteaz iireticileri

Fungal proteazlar ¢ogunlukla serin ve aspartik proteazlar tiretiminde kullanilmaktadir
(Sandhya ve dig., 2005). Son yillarda, birka¢ farkli tipte substrat kullanilarak, su
altindan veya kati hal fermantasyonu yoluyla farkli proteaz tipleri iiretme girigimleri
olmustur. Bunlara Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Mucor, Humicola,
Thermoascus ve Thermomyces’den iiretilen proteazlar drnek olarak verilebilir (De
Souza ve dig., 2015).

Fungal enzimler kat1 hal fermantasyonu siirecinde rahatlikla kullanilabilmektedir
(Ozdemir, 2018). Hayvansal kaynakli bir enzim olan ve siit pthtilastirma isleminde
gorevli rennet enziminin, yapilan ¢alismalar sonucunda Mucor pussilus'tan elde

edilebildigi kanitlanmistir (Vapur, 2021).

Termofilik mantarlar, yiiksek termostabilite ve yiiksek hidroliz oranlar1 gibi 6nemli
ozelliklere sahip hidrolaz enzimleri iretirler. Proteinlerin aminoasitlere ve peptitlere

biyolojik doniisiimleri i¢in 65 — 85 °C sicaklik araliginda islev goren termostabil

13



proteazlar, gida, tekstil, deterjan ve ilag endiistrilerinde basarili uygulamalara sahiptir
(De Souza ve dig., 2015).

1.4 Mikrobiyal Kaynakh Proteazlarin Uretimi ve Saflastirilmasi

Onceki boliimlerde ifade edildigi iizere mikrobiyal proteazlar genis kullanim alanina
sahiptir, bu nedenle siklikla kullanilmaktadir. Literatiirde farkli mikroorganizmalardan

proteazlarin liretimi ve saflagtirilmasina yonelik ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Padmapriya ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢alismada yesil midyeden (Perna viridis) izole
ettikleri Bacillus sp. suslarim1 37 °C’de 48 saat boyunca fermantasyon ortaminda
biiyiitmiislerdir. Fermantasyon ortamindan alkalen serin proteaz enzimini saflagtirmak
lizere amonyum siilfat ile ¢oktiirme, diyaliz ve ardindan DEAE (dietilaminoetil)
seliiloz kolon kromatografisi uygulamislardir. Saf haldeki proteaz enziminin optimum
pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 8,0 ve 70 °C olarak hesaplanmigtir. Molekiil agirligi
SDS-PAGE ile 37 kDa hesaplanmistir. Ayrica enzim ¢ozeltisine siirfaktan olarak %1
(h/h) Tween 80 eklendiginde aktivitede %299 oraninda artis tespit edilmistir.

Bagka bir ¢alismada, Lactobacillus fermentum R6 izolatinin 37 °C’de 48 saat boyunca
pH 6,0’da fermente edilmesiyle elde edilen biiyiime ortamindan proteaz enzimi
sirastyla amonyum siilfat ile ¢oktlirme, iyon degistirme ve jel filtrasyon kramatografi
uygulamariyla %17,5 verimle 23-kat saflagtirilmistir. Saflastirma sonras1 SDS-PAGE
analiziyle karakterize edilen proteaz enziminin molekiil agirligi 37,7 kDa olarak
hesaplanmustir. Saf enzim aktivitesinin Mn*?, Cu*?, EDTA ve PMSF varliginda
tamamen inhibe edildigi gosterilmistir. Calismada proteazin Vmax Ve Ky degerleri
sirasiyla 58,2+1,42 mg/dak ve 17,3+0,85 mg/mL olarak hesaplanmigtir. Ayrica, SDS-
PAGE analizi ile miyozin agir zinciri, paramyozin, fosforilaz ve kreatin kinaz-M gibi
miyofibrilar ve sarkoplazmik proteinleri hidrolize ettikleri gosterilmistir (Sun ve dig.,
2020).

Mothe ve Sultanpuram (2016) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada ise, proteaz
enzimi B. caseinilyticus 'dan saflastirmis ve karakterize edilmistir. Saflastirma igin
%60’lik (a/a) amonyum siilfat ile ¢oktiirme ve ardindan DEAE seliilloz kolon
kullanilmistir. Saf proteinin molekiiler agirligt 66 kDa belirlenmis olup, PMSF

tarafindan inhibe edildigi rapor edilmistir. Substrat spesifite analizleri, kazeinin B.
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caseinilyticus proteazi i¢in en iyi substrat oldugunu gostermistir. Enzim igin optimal
sicaklik ve pH degerlerinin sirasiyla 60 °C ve 8,0 oldugu tespit edilmistir. Enzim
aktivitesi tizerine farkli inhibitorlerin, metal iyonlarinin, siirfaktanlarin ve oksitleyici
ajanlarin (PMSF, EDTA, CuCly, ZnCl, NiClz, CoCly, NaCl,, CaCl,, FeCl,, MgCly,
hekzan, aseton, benzen, toluen, kloroform, Tween 20, H.O2 ve SDS) etkisi
calisilmistir. Sonugta enzimin farkli ajanlar varliginda da kararlilik gosterdigi
bulunmus olup i¢lerinde en ¢arpict 6rnegin EDTA varliginda gozlendigi (aktivitenin
%096 arttig1) bildirilmistir. Ayrica ¢alismada, organik ¢oziiciilerin aktivite lizerinde
etkileri de arastirilmig; aseton, toliien ve benzen gibi organik ¢oziiciilerin ortalama bir
etki sagladigi ancak kloroformun enzim aktivitesini 6nemli 6l¢iide diistirdiigii rapor

edilmistir.

Proteaz enzim iretiminde kullanilan bir baska mikrobiyal kaynak Aspergillus
flavus’tur. A. flavus’dan kati hal fermantasyonu kullanilarak enzim {iretimi
gerceklestirilmistir. Uretim sirasinda enzim iiretim optimum kosullar1; substrat olarak
%3 (a/h) bugday kepegi, azot kaynagi olarak %3 (a/h) KNO3 ve 3,0 mL’lik inokulum
varhginda (10° spor / mL), 30 °C sicaklikta, pH 4,0’te fermantasyonun
gerceklesmesiyle bulunmustur. Saflagtirma sirasiyla %70’1lik (a/a) amonyum siilfat
coktiirmesi ve DEAE seliiloz kolon kromotografisiyle (50 mM, pH 7,0 fosfat tamponu)
gerceklestirilmigtir. Saflagtirma sonucunda molekiil agirligi 46 kDa, optimum enzim
aktivitesi ise 50 °C sicaklikta ve pH 7.0’de dl¢iilmiistiir. Cesitli metal iyonlarmin (Zn*?,
Mg*2, Ca*?, Na* ve Cu*?) enzim aktivitesi iizerindeki etkileri arastirildiginda, Zn*? ve
Cu*? metal iyonlar1 varliginda enzim aktivitesinin arttig1, Na* ve Ca*? varhginda ise

+21

enzim aktivitesinin biiyiik oranda diistiigii gozlemlenirken, 6zellikle Mg™“'nin kuvvetli

bir proteaz inhibit6rii oldugu bulunmustur (Muthulakshmi ve dig., 2011).

Bagka bir mikrobiyal kaynakli proteaz {ireticisi olan Neurospora crassa
(CGMCC308) 'dan proteaz tiretimi {izerine yapilan bir ¢aligmada ise substrat olarak
okara (soya fasiilyesi kiispesi) kullanilarak kati hal fermantasyonu gergeklestirilmistir.
Optimum fermantasyon kosullari; 10 mg okara ve 21 mL su varliginda 2 mL inokulum
kullanilarak pH 5,0’te, 30 °C, ve 72 saatlik fermantasyon siiresinde
gerceklestirilmistir. Fermantasyon sivisindan proteaz enziminin saflastirilmasi
amonyum siilfat ¢oktiirme ardindan sirasiyla DEAE Sefaroz ve Sephadeks G-75 kolon

kromatografileri kullanarak gergeklestirilmis ve enzim %31°lik bir geri kazanimla
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yaklasik 28,27 kat saflastirilmigtir. Saf enzimin molekiiler agirhigi yaklasik 30 kDa
olarak bulunmustur. Optimum sicaklik ve pH degerleri sirasiyla 55 °C ve 9,0 olarak
hesaplanmustir. Organik ¢6ziiciilerin, siirfaktan, metal iyonlari ve inhibitorlerin proteaz
aktivitesine etkisi arastirilmis; enzim aktivitesinin SDS ve metaller tarafindan kismen
inhibe edildigi, organik ¢oziiciilerden ise ¢ok az etkilendigi vurgulanmistir. Metal
iyonu olarak 5 mM konsantrasyonunda Ca*? kullanildiginda enzim aktivitesinin arttig1
bildirilmistir. %10 (h/h) derisimde metanol, etanol veya aseton varliginda proteaz
aktivitesinin sadece %1 — %3 oraninda inhibe oldugu belirlenmistir. Diger taraftan,

enzim PMSF varliginda tamamen inhibe olmustur (Zheng ve dig., 2020).

Mikrobiyal kaynakli proteazlar iizerinde bir ¢ok ¢alisma yapilmistir bunlardan biri de
Halogeometricum borinquense (TSS101)’den proteazin  saflagtirilmast  ve
karakterizasyonu ilizerine Vidyasagar ve dig.,’in 2006°da yapmis olduklar1 ¢aligmadir.
Saflastirlan proteaz enzimin 90°C’ye kadar dayanikli oldugu, optimum pH’s1 10,0
olarak bulunmustur. Yapilan karakterizasyon calismalarinda serin proteaz inhibitorii
PMSF varliginda saflastirilan enzimin neredeyse tamamen inaktive oldugu bu sebeple
saflagtirilan  enzimin serin proteaz oldugu sonucuna varilmistir. SDS-PAGE

yontemiyle proteazin agirligi 86 kDa olarak hesaplanmaistir.

1.5. ATPS (Aqueous Two Phase Partitioning System / Sulu ikili Faz Ayirma
Sistemi)

Sulu ikili faz sistemleri, proteinlerin izolasyonu ve saflagtirlmasinda siklikla
kullanilan kromatografik olmayan ydntemlerden biridir. Ik kez Albertsson tarafindan
uygulanan bu sistem ile biyomolekiillerin fazlar arasinda seg¢ici olarak dagilim

gosterebildikleri ortaya konmustur (DiLallo ve Albertson, 1961).

Basit ve ¢evreye zararsiz olan bu teknik (her iki fazda da %80'den fazla su bulunur),
denatiirasyona nadir sebep olan hizli ayirma (ugucu organik bilesenler kullanilmaz),
hizli kiitle transferi (diisiik ara yiizey gerilim), secici ayirma (yakinlik boliimii) ve
kolay oOlgeklendirme saglar (Albertsson, 1986). Bu nedenle ATPS, proteinlerin,
enzimlerin, biyofarmasdtiklerin ve ekstraktif fermantasyonun geri kazanilmasi gibi

biyoteknolojinin ¢esitli alanlarinda uygulanmaktadir (Igbal ve dig., 2016).

Genel olarak, polimer / polimer (6r. Polietilen glikol / Dekstran) ve polimer / tuz (or.
Polietilen glikol / fosfat) sistemi olmak tizere iki farkli ATPS ¢esidi vardir. Polimer /
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polimer sistemi iki farkl1 suda ¢dziiniir polimerin suda karistirilmasiyla olusturulurken
Polimer / Tuz sistemi ise tuzun suda karistiritlmasiyla olusturulur. Her iki sistemde de
sisteme eklenen bilesikler sinirlayici konsantrasyonlari astiginda, iki karismaz sulu faz
meydana gelir (Albertsson, 1986). Sinirlayici konsantrasyonlar, faz olusturan
bilesenlerin tipine ve ¢dzeltinin pH'sina, iyonik giiciine ve sicakligina baglidir (Raja
ve dig., 2011). Polimer / Polimer sistemi olarak en ¢ok tercih edilen PEG / Dekstran
olup daha ¢ok kiigiik 6lgekte biyomolekiillerin ayrilmasinda kullanilir. PEG / Tuz
sistemleri ise biiyiik 6l¢ekte ihtiyag duyulan ayrimlarda tercih edilir. Her iki sistemi
karsilastirdigimizda PEG / Tuz sistemleri digerine gore diisiik vizkozite igerigi ve

ekonomik olmasi sebebiyle daha avantajhdirlar (Yiicekan, 2008).

ATPS’nin kromatografiye karsi bazi iistiin 6zellikleri bulunmaktadir. Ornegin,
ilgilenilen proteine tek basamakta hem saflastirma hem de konsantre edilme olanag:
sunar. Ayrica biiyiik 6l¢ekte uygulanabilme potansiyeli sunmasinin yani sira minimum
protein degradasyonu (diisiik ara yiizey gerilim sebebiyle), zamandan tasarruf
saglama, diisiik enerji tiiketimi ve yiiksek verimde ¢alisma gibi avantajlar

saglamaktadir (Yticekan, 2008).

Sulu iki fazli sistemlerde bir proteinin fazlar arasinda segici ayrimini saglayan

faktorler;

(1) polimerlerin molekiiler agirliklari/boyutu,
(i) polimer konsantrasyonu,

(ilf)  tuzun iyonik giict,

(iv)  pHve

(v) sistemin hidrofobik ¢oziinlirliiglini artiran NaCl gibi kullanilan tuz
seklinde tanimlanir (Asenjo ve Andrews, 2012).
1.6. Scytalidium thermophilum

Termofilik mantarlar yeryiiziinde bulunan okaryotik canlilar i¢inde 1siya en fazla
dayanikli olanlaridir. Optimum biiylime sicakliklar1 genellikle 45 °C, iireyebildikleri
maksimum sicaklik ise genellikle 65 °C’dir. Termotolerant mantarlarin aksine,

termofilik mantarlar 20 °C’nin altindaki sicakliklarda tireyemezler (Cooney ve
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Emerson, 1966). Lignoseliilozik biyokiitlenin dogal geri kazanimi siirecinde ve
kompostlama gibi islemler esnasinda meydana gelen biyolojik faaliyetlerin sonucu
olarak 1sinan ortamlar termofilik mantarlarin yasam alanlarinin basinda gelmektedir.
Bu nedenle, termofilik mantarlar, 0zellikle lignoseliilozik biyokiitlenin
parg¢alanmasinda rol oynayan enzimler agisindan olduk¢a zengindirler. Bu enzimlerin
en Oonemli Gzellikleri termostabil olmalar1 ve ¢ogunlukla nétral ve alkalin pH da
aktivite gostermeleridir (Tuomela, 2000). Literatiirde termofilik mantarlarin
endiistriyel 6neme sahip enzimleri iizerine yayimlar mevcut olmakla beraber bu
canlilarm biyolojileri iizerine ¢ok sinirli miktarda arastirma bulunmaktadir. Ornegin,
sicaga adaptasyonlarinin molekiiler mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir.
Ayrica, kompost ortamindaki enzimatik ve biyolojik faaliyetleri hakkinda yapilmis
ayrmtili calismalar da oldukca az sayidadir. Ogzellikleri itibar1 ile termofilik
mantarlarin mezofilik mantarlardan evrimlestikleri diisiiniilmektedir (Feofilova ve
Tereshina, 1999). Bu ac¢idan, kendi ekolojik nisleri i¢inde, ortamdaki 1sinma siirecini
asmis ve buna adapte olabilmis Okaryotik canlilar olarak termofilik mantarlar

arastirilmasi gereken organizmalardir.

Scytalidium thermophilum, kiltir mantar1 Agaricus bisporus iizerinde indiikleyici
etkiye sahip bir mantardir. Kompostlama sonrasinda uygulanan 55 °C’lik
pastorizasyon islemi sirasinda serpilen S. thermophilum’un tiremesi kiiltiir mantarinin
verimi agisindan gereklidir (Straatsma ve dig., 1994). S. thermophilum’un optimum
tireme sicakligi 45 °C’dir (Ogel ve dig., 2006).

Sekil 1.3’de S. thermophilum’un sporlari, Tablo 1.4’te taksonomik olarak

siniflandirmasi gosterilmistir.

Sekil 1.3. S.thermophilum sporlari
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Tablo 1.4. S. thermophilum’un taksonomik siniflandirilmasi

Takson Bilimsel simiflandirma
Alem Fungi
Sube Ascomycota
Alt Sube Pezizomycotina
Siif Sordariomycetes
Alt Siuf Sordariomycetidae
Takim Sordariales
Aile Chaetomiaceae
Cins Scytalidium
Tiir Scytalidium thermophilum
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2. MALZEME VE YONTEMLER

2.1. Malzemeler
2.1.1. Kimyasallar

Bu ¢alismada kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich (Almanya), Merck (Almanya),
NeoFroxx (Almanya), Exim Yasam Bilimleri (Tirkiye), Tekkim (Tiirkiye) ve AS

Teknolojik Sistemler (Tiirkiye) firmalarindan temin edildi.
2.1.2. Mikroorganizma

Proteaz iiretiminde kullanilan Scytalidium thermophilum (ATCC no: 16454) (alt
kiiltiri Humicola insolens), Dog¢. Dr. Didem SUTAY KOCABAS (Karamanoglu

Mehmetbey Universitesi) tarafindan saglandu.
2.2. Yontemler
2.2.1. Scytalidium thermophilum’dan proteaz iiretimi

S. thermophilum’a ait spor siispansiyonlarini hazirlamak i¢in inokulum, YpSS (Yeast
Powder Soluble Starch) Agarda bes giin boyunca 45 °C’de biyiitiildii. Agar tizerinde
gelisen sporlar 30 mL’lik steril %0,01 (h/h) Tween 80 igeren ¢ozelti i¢ine alindiktan
sonra spor sayimi Petroff — Hausser Lam1 kullanilarak gergeklestirildi. (Garay-Flores
ve dig., 2014). Daha sonra spor siispansiyonlar1 steril Tween 80 iceren ¢ozelti ile
mL’sinde bir milyon spor igerecek sekilde seyreltildi ve %80 (h/h) gliserol eklenerek
-80 °C’de muhafaza edildi.

S. thermophilum ’un biiyiitme islemleri igin kiife ait 100 pL’lik spor siispansiyonu (10°
spor / mL), 6ncii biiylime ortami olarak hazirlanan 50 mL’lik %1 (a/h) glukoz igeren
besiyerinde canlandirild1 (Hasbay Ifrij ve Ogel, 2002). 24 saat sonra 6n kiiltiir 2 L’lik
erlenlerin i¢inde hazirlanan 1 L’lik (glukoz 4,0 g/L; MgSQO4.7H20, 0,5 g/L, KoHPOQOg,
1 g/L; maya ekstrakti, 10 g/L) besiyerine aktarildi ve 155 rpm’de 10 giin siiresince
inkiibasyona birakild.
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Fermantasyon kosullarinin (fermantasyon siiresi, glukoz konsantrasyonu, azot kaynagi
ve konsantrasyonu, metal iyonu ve konsantrasyonu) proteaz iiretimi lizerini etkilerini
belirlemek iizere fermantasyon ortamindan her 24 saatte bir ornekler toplanarak
hiicreler Whatmann No. 1'den siiziildii ve siiziinti 15 dak boyunca 6500 rpm'de
santrifiijlendi. Hiicreden arindirilmis siipernatan, “ham ekstrakt™ olarak isimlendirildi

ve hiicre dis1 proteaz aktivitesini belirlemek i¢in kullanildu.
2.2.1.2. Fermantasyon siiresi

Fermantasyon siiresinin proteaz lretimi iizerine etkisini arastirmak {lizere 10 giin
boyunca biiyiitiilen 6rneklerden yukarida agiklandigi gibi giin asir1 2 mL fermantasyon
stvisi toplandi (Hasbay Ifrij ve Ogel, 2002) ve proteaz aktivite dlgiimii (Bdewe, 2020)
gerceklestirildi.

2.2.1.2. Glukoz konsantrasyonu

Karbon kaynagi olarak kullanilan glukoz biiylime ortamina farkli konsantrasyonlarda
(%1 — 4 a/h) eklendi. 45 °C ve 155 rpm’de gergeklesen ti¢ giinliik inkiibasyon boyunca
bes mL olarak toplanan 6rnekler 6000 rpm’de 30 dak boyunca santrifiij edildi ve ham
ekstrakt toplandi (Ibrahim ve dig., 2015).

2.2.1.3. Azot kaynag: ve konsantrasyonu

Farkli azot kaynaklarinin proteaz enzim aktivitesi iizerine etkisini arastirmak {izere
maya ekstrakti, pepton, et ekstrakti ve yagsiz siit kullanildi. Her bir azot kaynagi i¢in
%0,2 — 1 (a/h) arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda biiyiime ortamlari
hazirland1. 45 °C ve 155 rpm’de ii¢ giin boyunca inkiibasyona birakildi. Daha sonra
hiicreden arindirtlmig ham ekstrakt toplanarak proteaz aktivite 6l¢timii yapildi (Asha
ve Palaniswamy, 2018).

2.2.1.4. Metal iyonu ve konsantrasyonu

Metal iyonlarinin proteaz enzim aktivitesi tizerine etkisini arastirmak iizere MgClo,
MgSOs, KCI, NaCl ve CaCl> tuzlan farkli konsantrasyonlarda (2 mM, 5 mM ve 10
mM) biiyiime ortamina eklendi ve i¢ giin boyunca 45 °C ve 155 rpm’de inkiibe edildi.
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Daha sonra hiicreden arindirilmis ham ekstrakt toplanarak proteaz aktivite 6l¢iimii

yapildi (Mothe ve Sultanpuram, 2016).
2.2.2. Proteaz aktivite tayini

%]1 (a/h) oraninda hazirlanan kazein ¢o6zeltisi 30 dak boyunca 60 °C’de yavasga
karistirilarak inkiibe edildi. Reaksiyon ve kor sivisina 0,8 mL %1°lik kazein eklendi.
Reaksiyon sivisina 0,2 mL enzim eklendi (kor sivist enzim icermemektedir). 30 dak
boyunca 60 °C’de su banyosunda inkiibasyona birakilan 6rnekler daha sonra 1 mL
TCA ile muamele edildi ve reaksiyon durduruldu. Ornekler 10 — 15 dak boyunca buz
igerisinde bekletildi. Bekleyen drnekler 20 dak boyunca 9500 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijiin ardindan tiiplerdeki ham ekstrakt toplandi ve 280 nm’de 60 °C’ye
ayarlanan spektrofotometrede enzim aktivite 6l¢timii yapildi (Bdewe, 2020). Enzim
aktivitesi tayin yonteminde kullanilan ¢6zeltilerin hazirlanmasi EK-A’da verilmistir.

Proteaz enzim aktivite hesab1 Esitlik (2.1)’de verilen denklem kullanilarak hesaplands,

280 nm'de okunan absorbans degeri

P . k . . . il 2.1
roteaz enzim aktivitesi 0’01 ><30><0,2 ( )

0,01: Sabit (280 nm’de absorbansta beklenen birim artig degeri)
30: Reaksiyon Siiresi
0,2: Enzim Miktar1 (mL)

Bir birim proteaz aktivitesi (1 U); dakikada 280 nm’de absorbansta 0,01 birim artis

icin gerekli olan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir (Bdewe, 2020).
2.2.3. Protein miktar tayini

Enzim 6rneklerindeki protein miktar1 Bradford Metodu (Bradford, 1976) kullanilarak
ol¢iildii. Metoda gore Comassie Brillant Blue G-250 boyasinin vermis oldugu
absorbans degerine (595 nm) bakilirken, BSA (Sigir Serum Albumin) standart protein
olarak kullanildi.

Hazirlanan 100 pL’lik standart BSA soliisyonlarina (0,1 mg/mL — 1,5 mg/mL) 1,5 mL
Bradford boyasi eklenerek sirasiyla seyreltildi. 10 — 15 dak boyunca bekletilen
orneklerin 595 nm’de absorbans degeri dl¢iildii ve standart protein grafigi (Sekil C.1)
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olusturuldu. Hazirlanan standart grafik kullanilarak Orneklerin protein miktari

hesaplandi.
2.2.4. S. thermophilum proteazimin sulu ikili faz sistemiyle saflagtirilmasi

S. thermophilum proteazinin sulu ikili faz sistemiyle saflastirilmasinda optimum
fermantasyon kosullarinda iiretilen ham ekstrakt kullanildi. Sulu ikili faz sistemi
olarak ise biiyiik 6l¢ekte uygulanabilir ve maliyetinin daha diisiik olmasi sebebiyle
Polimer / Tuz sistemi segilerek sistem parametreleri (sistem pH, PEG molekiil agirligi,
PEG konsantrasyonu, sodyum sitrat konsantrasyonu ve kosoliit (NaCl) miktar1)

optimize edildi.
2.2.4.1. Sistem pH’s1 ve PEG molekiil agirhginin belirlenmesi

Stok polietilen glikol (PEG) (%50, a/a) ve sodyum sitrat (%30, a/a) ¢ozeltileri distile
su ile hazirlandi. 50 mL’lik tiiplere farkli molekiil agirliklarina (1000, 3000, 4000,
6000 ve 8000, g/mol) sahip PEG’ler eklendi. Hazirlanan sistemin pH’s1 (6,0; 7,0 ve
8,0) NaOH ve HCI yardimiyla ayarlandi. Sistemin agirlig1 10 gr olarak belirlendi ve
icerisine sistem agirhi@inin %20’si (a/a) olacak sekilde ham ekstrakt (siipernatan)
eklendi. Bir dakika boyunca vortekslenen karigim bir saat boyunca oda sicakliginda
bekletildi ve ardindan olusan fazlar ‘alt faz’ ve ‘list faz’ olmak iizere farkl tiiplere

topland1 (Fernandes ve dig., 2020).
2.2.4.2. PEG konsantrasyonun belirlenmesi

En uygun PEG molekiil agirligi ve sistem pH’smin belirlenmesinin ardindan sistem
icerisindeki PEG konsantrasyonu belirlemek {izere sistemin tuz (sodyum sitrat)
konsantrasyonu %15 (a/a) olarak sabit tutuldu ve sisteme farkli konsantrasyonlarda
PEG (%10, 12,5, 15, 17,5 ve %20 a/a) eklendi (Alhelli ve dig., 2016).

2.2.4.3. Sodyum sitrat konsantrasyonunun belirlenmesi

PEG konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan uygun PEG konsantrasyonu sabit
tutularak sistem igerisine farkli oranlarda (%10, 12,5, 15, 17,5 ve %20, a/a) sodyum
sitrat eklendi ve saflastirma katsayisi en yiiksek olan tuz konsantrasyonu seg¢ildi (Isik,

2018).
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2.2.4.4. NaCl konsantrasyonunun belirlenmesi

Sistem igerisine belirlenen oranlarda PEG ve sodyum sitrat eklenmesinin ardindan
sistem i¢in en uygun NaCl miktarini belirlemek amaciyla sisteme farkli oranlarda (%1,

2,3,5,7,10 ve 12, a/a) NaCl eklendi (Amid ve dig., 2012).
2.2.4.5. Saflastirma parametrelerinin belirlenmesi

Sulu ikili faz sistemi Scytalidium proteazinin, saflagtirma katsayisi, dagilim katsayisi
ve spesifik aktivitesine gore degerlendirildi. Tim saflastirma parametrelerinin
esitlikleri (Esitlik (2.2), (2.3), (2.4)) asagida verilmektedir (Lario ve dig., 2016);

Spesifik aktivite (SA)

Proteaz enzim aktivitesinin (U/mL), protein miktarina oranidir;

SA = Bir fazdaki enzim aktivitesi / o fazdaki protein miktar1 (2.2)
Saflagtirma katsayisi (PF)

Bir fazdaki spesifik aktivitenin, ham ekstraktin spesifik aktivitesine oranidir;

PF = SAait/ SAHe veya PF = SAust/ SAHE (2.3)
Proteaz enziminin geri kazanimi (%GK)

Bir fazdaki proteaz enzim aktivitesinin sisteme eklenen ham ekstraktinin proteaz

aktivitesine oranidir;

%GK = Alt veya iist fazdaki enzim aktivitesi / sisteme ilave edilen ham ekstraktin
aktivitesi (2.4)

2.2.5. S. thermophilum’dan proteaz enziminin kromatografi ile saflastirilmasi

ATPS ile saflagtirilan S. thermophilum proteazinin saflastirma verimini karsilagtirmak
tizere ham ekstrakta iyon degisim kromatografisi uygulandi. Buna gore, S.
thermophilum’dan proteaz enzimi elde etmek amaciyla optimum kosullarda elde

edilen ham ekstrakt topland.
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Saflagtirma AktaPrime FPLC (GE Healthcare, Amerika) kullanilarak yapildi. 20
mL’lik HiPrep Q XL (16/10) kolonuna (anyon degistirici, GE Healthcare) 200 mL
ham ekstrakt yiiklendi. Yiikleme oncesi kolon 50 mM Tris — HCI (pH 8,0) tampon
coOzeltisi ile dengelendi. Yiikleme sonrasi yine ayni tampon ¢ozelti ile 2 mL/dak akis
hizinda yikandi. Kolona tutunmus olan proteinlerin kolondan uzaklagtirilmasinda 500
mM NacCl igeren 50 mM Tris — HCI (pH 8,0) kullanildi. Kolondan uzaklastirilan
protein ornekleri 3 mL hacmindeki fraksiyonlarda toplandi. Her bir fraksiyonda
proteaz aktivite ve protein miktar tayini sirastyla boliim 2.2.2 ve 2.2.3’de agiklanan
sekilde gerceklestirildi. Yiiksek proteaz aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirilerek 50
mM Tris — HCI (pH 8,0) tampon ¢ozeltisine kars1 +4 °C’de bir gece boyunca diyaliz
edildi. Diyalizat 0.22 pm’lik filtreden gegirildikten sonra proteaz aktivite ve protein
miktar tayinleri sirasiyla boliim 2.2.2 ve 2.2.3’de agiklanan sekilde gergeklestirilerek

daha sonra kullanilmak tizere -80 °C’ye kaldirildi.

2.2.6. S. thermophilum proteaz enziminin sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel

elektroforez analizi

Enzim preparatina sirasiyla ATPS ve iyon degisim kromatografisi uygulamalarinin
ardindan safliginin kontrolii icin Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez
(SDS-PAGE) yontemi uygulandi (Laemmli, 1970).

Elektroforez, Bio-Rad Mini-Protean sistemiyle yapildi. Jel igin %5 (h/h)’lik yiikleme
jeli; (1 M Tris-HCI, pH 6,8; %30 (h/h) akrilamid; %20 (a/h) SDS, %10 (a/h) Amonyum
per siilfat (APS), TEMED), %15 (h/h)’lik ayirma jeli (%30 (h/h) akrilamid, 1,5 M Tris-
HCI, %20 (a/h) SDS, %10 (a/h) APS, TEMED) hazirlandi. Protein indirgeyici ajan
olarak B-Merkaptoetanol kullanildi ve 6rnekler 10 dak boyunca 100 °C’de denatiire
edildi. Prestained Protein Sharpmass VII Protein MW, 6,5 — 270 kDa markdri
kulland1. Ornekler Bio-Rad Mini-Protean sistemine yiiklendi. Yiiklenen &rnekler 200
V’da yaklagik 1 saat boyunca yiiriitiildii. Elektroforez sonrasi jel Coomassie Brilliant

Blue R-250 boyama yontemi (Ek-B) ile boyanarak protein bantlar1 goriintiilendi.
2.2.7. S. thermophilum proteazinin kismi karakterizasyonu

2.2.7.1 Optimum sicaklik degerinin ve termal kararhihgin belirlenmesi
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Protein molekiiler yapisina sahip enzimlerin katalitik aktiviteleri ¢evresel kosullara
kars1 oldukca duyarlidir. Yiiksek sicakliklar enzimin denatiire olmasina sebep olur ve
buna bagl olarak aktivitede diisiis gozlemlenebilir (Karkas, 2009). Enzimin optimum
reaksiyon gosterdigi sicaklik degeri, reaksiyon sicakligi ve enzim bagil aktivitesi
arasinda cizilen grafik yardimiyla belirlendi. Yiizde bagil aktivite degeri, farkli
sicakliklarda ol¢iilen enzim aktivitesinin maksimum enzim aktivitesine oranmnin 100

ile carpilmasiyla hesaplandi.

Proteaz aktivite tayini, enzimin sicakliga bagliligini1 gézlemlemek amaciyla 30 °C - 80
°C (30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) araliginda degistirilerek 6l¢iildii (Fernandes, 2020).

Her bir sicaklik degeri igin iki 6rnek ve bir kor deneme yapildi.

Ayni miktarda protein iceren Ornekler enzimin termal kararliliginin belirlenmesi
amaciyla 30 °C — 80 °C arasinda (30, 40, 50, 60, 70 ve 80 °C) degisen sicakliklarda su
banyosu kullamilarak bir saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi standart
kosullarda enzim aktivite tayini yapildi ve enzimin en kararl oldugu sicaklik degeri
belirlendi. Yiizde bagil aktivite degeri, 1s1l islem gormiis enzim aktivitesinin 1sil
islemden Once Olgiilen aktiviteye oraninin 100 ile ¢arpimina esittir. Her bir sicaklik

i¢in ornekler ¢ift ¢alisildi.
2.2.7.2. Optimum pH degerinin ve pH kararhiliginin belirlenmesi

Hem reaksiyon pH degeri hem de pH kararlilik deneyi belirlenen optimum reaksiyon
sicakliginda (60 °C) gergeklestirildi. S. thermophilum proteazinin en yiiksek enzimatik
aktiviteyi verdigi pH reaksiyon degerinin bulunmasi amaciyla farkli pH deger
araliklarinda (pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) tampon ¢dzelti hazirlandi. Reasksiyon
pH’s1 ve enzim bagil aktivitesi arasinda ¢izilen grafik yardimiyla enzim i¢in optimum
pH reaksiyon degeri belirlendi. Yiizde bagil aktivite degeri, farkli pH’larda dl¢iilen
enzim aktivitesinin maksimum enzim aktivitesine oranimin 100 ile ¢arpilmasiyla

hesaplandi. Her bir pH degeri i¢in iki 6rnek ve bir kor deneme yapildi.

Enzimin pH kararliliginin belirlenmesi igin ise enzim ¢6zeltisi farkli pH araliklarinda
(pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0) hazirland1 ve bir saat boyunca inkiibe edildi. pH 4,0
— 5,0 arasindaki reaksiyonlar i¢in 100 mM sitrat tampon ¢dzeltisi, pH 6,0 ila 7,0 i¢in
100 mM sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi, pH 8,0 icin 100 mM tris tampon ¢ozeltisi ve
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pH 9,0 icin 100 mM glisin sodyum hidroksit tampon ¢dozeltileri kullanildi.
Inkiibasyonun ardindan standart kosullarda enzim aktivite deneyi yapildi ve enzimin
en kararli oldugu pH degeri belirlendi. Yiizde bagil aktivite degeri, farkli pH’larda
inkiibe edilmis enzim aktivitesinin inkiibasyondan once Olgiilen aktiviteye oraninin

100 ile carpimina esittir. Her bir deneme ¢ift ¢alisildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. S. thermophilum’dan Proteaz Uretiminin Optimizasyonu
3.1.1. Inkiibasyon zamanin optimizasyonu

S. thermophilum’dan maksimum proteaz iiretimi igin Oncelikle inkiibasyon siiresi
optimize edildi. Bunun i¢in hiicre dis1 proteaz aktivitesi %1 (a/h) glukoz iceren
ortamda 10 giin siireyle oOlgiildii (Sekil 3.1). Maksimum proteaz {iretimi, S.

thermophilum’un tiglincii giintinde gozlendi.

Buna gore sonraki optimizasyon g¢alismalarinda proteaz aktivite Slglimleri igin S.
thermophilum biiylimesinin ii¢iincii giiniinden toplanan hiicreden armndirilmis ham

ekstrakt kullanildi.

35
30 }
£
S5 25
2 20 |
=
= 15 |
=
S
] 10 |
£
= 5 |
0 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Inkiibasyon zamam (giin)

Sekil 3.1. S. thermophilum’ un zamana kars1 proteaz aktivite (U/mL) grafigi

Proteazlar birgok canlidan elde edilmektedir. Uretim igin gerekli inkiibasyon
stiresicanlidan canliya farklilik gostermektedir. Mikrobiyal kaynakli proteazin iiretim
periyodu 12 saat ile 12 giin arasinda oldukca degisken bir araliktadir. Calismada
yapilan 10 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda en yiiksek proteaz aktivitesi

ticlincii giinde gozlenmis olup elde edilen sonug S. thermophilum ile daha 6nce ¢alisan
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Hasbay Ifrij ve Ogel’in (2002) sundugu bulgular ile benzerlik gostermektedir. Baska
bir 6rnek olarak ise Ul-Haq ve dig. (2006)’nin Penicillium chrysogenum ile yaptiklari
calisma Vverilebilir; burada optimum inkiibasyon giiniinii bu ¢alismaya benzer sekilde
ticlinci giin olarak tespit etmislerdir. Bu Orneklerden farkli olarak; Aspergillus
funiculousus’tan proteaz flretimi igin optimum inkiibasyon siiresi besinci giin
bulunurken (Shumi, 2004), Lactobacillus fermentum R6 izolatiyla yapilan ¢alismada
inkiibasyon zamanin 48 saat oldugu tespit edilmistir (Sun ve dig., 2020). Besiyerinin
igerigi, pH ve sicaklik gibi faktorlerin yani sira tiirler arasi farkliliklar da inkiibasyon

stiresinde degisime sebep olabilmektedir (Sooch ve dig., 2014).
3.1.2. Glukoz konsantrasyonun optimizasyonu

Hasbay Ifrij ve Ogel (2002) tarafindan &ne siiriilen bulgulara gore S.
thermophilum’dan hiicre dis1 proteaz enzimi i¢in en uygun karbon kaynagi glukozdur.
Bu bilgi dikkate alinarak ¢calismada karbon kaynagi olarak glukoz tercih edildi. Glukoz
konsantrasyonun optimizasyonu i¢in %1 ile %4 (a/h) oranlarinda biiylime ortamina
eklenerek S. thermophilum biiylimesinin tgiincti giiniinde (bir 6nceki deneysel

bulguya gore) proteaz aktivite dlgiimleri yapildi.

Ucgiincii giinde yapilan proteaz aktivite tayininin sonuglar1 Sekil 3.2°de verilmistir.
Sekil 3.2.”de goriildiigii iizere en yliksek proteolitik aktivite %4 (a/h) glukoz varliginda
Olciildii. Bu nedenle, sonraki optimizasyon deneyleri %4 (a/h) glukoz i¢eren biiyiime
ortaminda gergeklestirildi. %4 (a/h)’lin ilizerinde calisilmamasinin baslica sebebi
ekonomik agidan maliyeti yiikseltmesi, dolayisiyla ¢aligma amaglarindan biri olan S.

thermophilum’dan proteaz enziminin diisiik maliyette {iretimini sinirlamasidir.

Literatlir arastirmasi yapildiginda biiyiime ortamina S. thermophilum’dan katalaz
enziminin optimum tiretimi i¢in bliylime ortamina %4 (a/h) glukoz eklendigine dair

rapor bulunmaktadir (Ogel ve dig., 2006).

Diger taraftan, bu ¢alismada 6lgiilen proteaz aktivitesinin, Hasbay Ifrij ve Ogel (2002)
tarafindan ayn1 mikroorganizma diisiik glukoz konsantrasyonda Olciilen aktiviteden

(yaklasik 2,2 U/mL) 19-kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.2. S. thermophilum’un glukoz konsantrasyonuna (%, a/h) karsi proteaz aktivite
(U/mL) grafigi

3.1.3. Azot kaynaginin ve konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisi

S. thermophilum’dan proteaz tiretimi i¢in inkiibasyon siiresi ve glukoz (karbon
kaynagi) konsantrasyonun optimizasyonu sonrasi optimum azot kaynagi ve
konsantrasyonunu belirlemek iizere biiylime ortamina farkli konsantrasyonlarda
(%0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1, a/h) et ekstrakt1 (beef extract), maya ekstrakti (yeast extract),
pepton ve yagsiz siit (skimmed milk) eklendi. Ug giinliik inkiibasyonun sonucunda en
yiiksek enzim aktivitesinin %1 (a/h) maya ekstrakti igeren besiyerinde oldugu goriildii
(Sekil 3.3). Maya ekstraktini, pepton ve et ekstraktinin izledigi goriiliirken en diisiik
proteolitik aktivite yagsiz siit iceren biiylime ortamindan toplanan ham ekstrakt

orneginde gozlendi (Sekil 3.3).

Literatlirde yer alan ¢alismalarla karsilagtirildiginda mantar kaynagina bagl olarak
farkli azot kaynaklarinda optimum proteolitik aktivite gdzlenmistir. Ornegin, bu
caligmaya benzer sekilde Alternaria alternata kiif mantarinda yapilan azot kaynagi
caligmasi en yiiksek proteaz aktivitesinin %1 (a/h) maya ekstraktinda gozlendigini
gostermektedir (Rajput, 2016). Diger taraftan, Aspergillus niger’da proteaz liretimi
icin en uygun azot kaynag1 %1 (a/h) pepton olarak tanimlanmistir (Kamath ve dig.,
2010).
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Sekil 3.3. S. thermophilum’un azot kaynagi ve konsantrasyonuna (%, a/h) karsi
proteaz aktivite (U/mL) grafigi

Sekil 3.3.’de goriildigii lizere azot kaynagi konsantrasyonundaki artis proteaz
aktivitesini olumlu yonde etkilemistir. Ancak, literatiirde yapilan ¢aligmalar
incelendiginde ¢ogunlukla konsantrasyonun %1 (a/h) iizerine ¢ikilmadigi goriilmiistiir

(Uyar ve dig., 2011). Bu sebeple bu ¢alismada da %1’in (a/h) tizerine ¢ikilmadi.
3.1.4. Metal iyonu ve konsantrasyonun enzim aktivitesine etkisi

Biiylime ortamdaki metal iyonlari, indiikleyici olarak enzim {iretimini etkileyen
onemli bir faktordiir. Bu nedenle, proteaz aktivitesini uyarmak {izere S.
thermophilum’un biiyiime ortamima MgSOs, MgCl,, KCI, NaCl ve CaCl; ii¢ farkli
konsantrasyonda (2, 5 ve 10 mM) eklenerek ii¢ giinliik inkiibasyon sonrasi toplanan

ham ekstrakt 6rneklerinde proteolitik aktivite 6l¢iildii.

Sekil 3.4’te goriildiigii lizere biiylime ortamina metal iyonun eklenmesi test edilen tiim
konsantrasyonlarda kontrole (metal icermeyen ortama) gore proteaz aktivitesinde

artisa sebep oldu.

En yiiksek proteolitik aktivite 5 mM NaCl ve KCI varliginda not edilirken en diisiik
aktivite metal iyonun eklenmedigi biliylime ortamindan toplanan ham ekstraktta

gozlendi.
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Sekil 3.4. Metal iyon kaynagi ve konsantrasyonun proteaz aktivitesi tizerinde etkisi.
Kontrol: Metal iyonu icermeyen biilyiime ortamini ifade etmektedir

Dang ve dig. (1997) monovalent katyonlarin serin proteaz aktivitesini indiikleyici
etkisini aragtirdiklart ¢alismanin sonuglari, bu c¢alismada elde edilen bulgular

desteklemektedir.

Ozetle, S. thermophilum’dan hiicre dis1 proteaz enziminin optimum iretimi igin
fermantasyon kosullar1 (%1 (a/h) glukoz, %1 (a/h) maya ekstrakti ve 5 mM KCl igeren
biiyiime ortaminda ii¢ giin inkiibasyon) belirlenmis olup proteaz enzimini elde etmek
tizere gerceklestirilen saflastirma ¢alismalarinda belirlenen fermantasyon kosullarinda

toplanan ham ekstrakt 6rnekleri kullanildu.
3.2. S. thermophilum’dan Proteaz Enzimin Saflastirilmasi

Optimum kosullarda iiretilen proteaz enzimini iceren ham ekstrakttan (siipernatan)
proteaz enziminin saflastirilmasinda hem sulu ikili faz sistemi hem de kromatografi
kullamildi. Iki farkli yontemle saflastirilan enzimin saflastirma parametreleri

karsilastirildi.

3.2.1 Sulu ikili faz sistemi ile saflastirma
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S. thermophilum’dan proteaz enziminin saflastirilmasinda sulu ikili faz (0,2 mg/mL,
61,14 U/mg) sistemlerinden PEG / Tuz sistemi kullanildi. Sistem parametreleri 6nceki
raporlara gore se¢ildi (Isik, 2018). Saflastirma verimini arttirmak tizere PEG molekiil
agirhigi ve konsantrasyonu, sodyum sitrat (tuz) konsantrasyonu, sistem pH’s1, kosolut

olarak NaCl varligi1 ve konsantrasyonu optimize edildi.

Sulu ikili faz sistemlerde PEG'in molekiiler agirligi, sistemin etkinligini belirleyen
onemli bir faktordiir. Polimer ve protein arasindaki kovalent olmayan etkilesimler
biyomolekiillerin dagilimim degistirir (Albertson, 1987; Hatti-Kaul, 2000; Raja ve
dig., 2012). Yiiksek molekiiler agirligina sahip PEG kullanildiginda proteinin hacimsel
alan1 kisitlanir ve proteinlerin tuzca zengin faza dogru hareketine sebep olur. Diisiik
molekiil agirliklt PEG ¢6zeltisi kullan1ldiginda ise protein i¢in serbest hacim saglanir,
bu da proteinin {ist fazda diisiik ara ylizey gerilimi nedeniyle proteinin segici olarak tist
fazda kalmasini saglar (Goja ve dig., 2013). PEG molekiil agirliginin proteaz dagilimi
tizerindeki etkisini arastirmak tizere PEG3000, PEG4000, PEG6000 ve PEGS8000 ile
hazirlanmig farkli ATPS’ler kullanildi. Tiim sistemlerde faz olusturmada tuz olarak
sodyum sitrat (CeHsNazO7) kullanilarak deneyler pH 6,0, 7,0 ve 8,0 olmak tizere ii¢
farkli pH’da gergeklestirildi. Sistemin pH'si, enzimin fazlar arasinda segici ayriminda
onemli olan bir diger faktordiir, ¢iinkii pH’nin degisimi sistemi olusturan protein veya
diger yiiklii molekiillerin net yiikiinii degistirebilir dolayisiyla da fazlardaki ayrimim
etkileyebilir (Albertson, 1987; Hatti-Kaul, 2000; Raja ve dig., 2012). Bu sebeple
ATPS’ler ti¢ farkli pH’da hazirlandi.

Sonuglar, Tablo 3.1.’te verilmektedir. Test edilen sistemlerin biiyiik ¢ogunlugunda
(pH 7,0’de hazirlanan PEG1000 ve pH 8,0’de hazirlanan PEG8000 harig) iki faz
olusumu gozlenirken proteaz enziminin agirlikli olarak alt fazda toplandig: belirlendi.
S. thermophilum proteazi igin en iyi saflastirma katsayisi1 (1,3-kat) PEG6000 ile pH
8,0’da hazirlanan sistemde elde edildi. Bu nedenle, sonraki deneylerde PEG6000
kullanarak pH 8,0’da hazirlanan sistem tercih edildi.

Benzer sekilde, Amid ve dig. (2012) tarafindan mango meyvesi ile yapilan ¢alismada
en yiiksek saflastirma katsayisina pH 8,0’da ulasildig: bildirilmistir. Alkalen 6zellik
gosteren proteaz enzimleri icin pH 8,0°da segici dagilim gbzlenmesi beklenen bir

bulgudur.
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Tablo 3.1. Sistem pH’s1 ve PEG molekiil agirliginin proteaz dagilimina etkisi

Alt faz SA Ust faz SA GK
pH PEG MA (U/mg) (U/mg) SK (%)
1000 28,3 21,4 1,2 66

3000 13,4 10,9 0,7 69

6,0 4000 19,2 4,6 1,0 69
6000 15,5 3,6 0,8 68

8000 18,2 3,0 0,9 68

1000 Q) Q) Q) )

3000 19,5 1,3 1,0 57

7,0 4000 22,8 19 1,2 58
6000 19,5 1,7 1,0 59

8000 21,1 1,0 1,1 58

1000 52,9 10,5 1,2 63

3000 46,1 0,7 1,1 64

8,0 4000 50,1 0,8 1,2 66
6000 56,1 2,1 1,3 67

8000 Q) () () Q)

*MA: Molekiiler agirlik; SA: Spesifik aktivite; SK: Saflagtirma katsayisi; GK: Aktivite geri kazanimu.
PEG ve tuz konsantrasyonlari sabit tutulmus olup her birinin derisimi %15 (a/a) olacak sekilde
hazirlandi. 200 pLL ham ekstraktin spesifik proteaz aktivitesi 61,14 (U/mg), toplam protein miktari ise
0,71 mg hesaplandu. (-), faz olusmadigin ifade eder.

Genel olarak saflagtirma katsayis1 ve aktivite geri kazanim degerlerine bakildiginda
PEG molekiil agirliginin proteaz dagilimini 6nemli Olciide etkilemedigi goriildii.
Aktivite geri kazanim degerleri ise pH 6,0 ve 8,0’de nétral pH’ya gore daha yiiksek
oldugu gozlendi.

PEG tipi belirlendikten sonra PEG konsantrasyonun proteaz enziminin sulu ikili faz
(PEG/Sodyum Sitrat) sistemi icerisindeki dagilimina etkisini incelemek amaciyla %10
— %20 (a/a) arasinda degisen konsantrasyonlarda (%10, 12,5, 15, 17,5 ve 20, a/a)
PEG6000 ¢ozeltileri hazirlanarak %15 (a/a) sodyum sitrat ve 200 pL. ham ekstrakt
varliginda pH 8,0’da bes farkli ATPS tasarlandi.

Tiim sistemlerde faz ayrimi gézlenmis olup saflastirma parametrelerine ait degerler
Tablo 3.2’de verilmektedir. Buna gore en yiiksek saflastirma katsayisi (1,6-kat), %12,5
(a/a) PEG6000 varliginda tespit edildi. Sonraki optimizasyon deneylerinde kullanmak
tizere ATPS sistemlerinde PEG6000 %12,5 (a/a) olacak sekilde hazirlandi.
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Tablo 3.2. PEG6000 konsantrasyonunun proteaz dagilimina etkisi

PEG6000 konsantrasyonu Altfaz SA  Ust faz SA

(%, a/a) (U/mg) (U/mg) SK GK (%)
10 60,2 17,3 1,4 70
12,5 68,7 16,0 1,6 69
15 56,1 2,1 1,3 67
17,5 36,4 8,4 0,8 56
20 43,1 14,7 1,0 57

* SA: Spesifik aktivite; SK: Saflastirma Katsayisi; GK: Aktivite geri kazamimi. PEG ¢esidi (PEG6000),
sistem pH’st (8,0) ve tuz konsantrasyonu (%15, a/a) sabit tutuldu. 200 pL. ham ekstraktin spesifik
proteaz aktivitesi 61,14 (U/mg), toplam protein miktari ise 0,71 mg hesaplandi.

Sulu ikili faz sistemleri iizerine yapilan c¢alismalar incelendiginde polimer
konsantrasyonun artmasinin hem fazlar hem de PEG molekiilii ve protein arasindaki
hidrofobik etkilesimleri arttirdigi ve buna bagl olarak enzimin iist faza dogru
hareketine sebep oldugu belirtilmistir (Cascone ve dig., 1991; Mohamadi ve dig.,
2007; Su ve Chiang, 2006). Tablo 3.2’de de goriildiigii tizere saflastirma katsayis1 ve
enzim geri kazanim degerleri PEG konsantrasyonun artisina bagli olarak diisiis
gosterdi. PEG6000°nin %12,5 (a/a)’un ilizerinde sistemde biyomolekiilleri iist fazda
hacimce sikistirarak alt faza dogru hareket ettirdigi ve bu sebeple alt fazda bulunan
proteaz enziminin saflastirma kat sayisini diistirdiigii 6nerilmektedir (Albertson, 1987;
Hatti-Kaul, 2000; Raja ve dig., 2012).

Sistem pH’s1, PEG tipi ve konsantrasyonu belirlendikten sonra tuz konsantrasyonunu
optimize etmek tizere %12,5 (a/a) PEG6000 varliginda pH 8,0’da hazirlanan ATPS
sisteminde son konsantrasyonu %10 ila %20 (a/a) olacak sekilde sodyum sitrat
cozeltileri eklendi. Tuz konsantrasyonun S. thermophilum proteaz enziminin
ATPS’deki dagilimina etkisi Tablo 3.3 te verilmektedir.

Tablo 3.3’te goriildiigii gibi sodyum sitrat konsantrasyonu %10 (a/a) oldugunda faz
ayrimi goriilmedi, en yiiksek saflastirma katsayist (1,8-kat) ve aktivite geri kazanim
degeri (%69) ise tuz konsantrasyonu %12,5 (a/a) iken elde edildi. Tuz konsantrasyonu
arttiginda saflagtirma katsayisinin distiigli tespit edildi Literatiire bakildiginda bu

durum “salting out” etkisiyle agiklanabilir.

Bu etkiye gore tuz derisimin artmasi proteinlerin hidrofobitesini arttirarak enzimlerin

ist faza dogru hareket etmesine sebep olmaktadir.
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Tablo 3.3. Sodyum sitrat konsantrasyonun proteaz dagilimina etkisi

Sodyum sitrat Alt faz SA Ust faz SA GK
konsantrasyonu (%o, a/a) (U/mg) (U/mg) SK (%0)
10 ) 0 ) )
12,5 82,7 29,3 1,8 69
15 68,7 16,0 1,6 69
17,5 68,4 46,0 1,0 59
20 69,3 58,3 1,0 59

* SA: Spesifik aktivite; SK: Saflagtirma Katsayisi; GK: Aktivite geri kazanimi. PEG6000 (%12,5, a/a)
derisimi, sistem pH’s1 (8,0) ve tuz ¢esidi sabit tutuldu. 200 pL ham ekstraktin spesifik proteaz aktivitesi
61,14 (U/mg), toplam protein miktari ise 0,71 mg hesaplandi. (-), faz olusmadigini ifade eder.

Ayrica tuz konsantrasyonunun yiiksek olmasi protein denatiirasyonuna sebep olarak

saflastirma katsayis1 ve aktivite geri kazanim gibi saflagtirma parametrelerini

diisiirmektedir (Giileg, 2015; Siqueira ve dig., 2020).

S. thermophilum proteaz enziminin ATPS ile saflastirilmasi i¢in planlanan son
optimizasyon basamagi kosoliit olarak segilen NaCl’nin derisimin belirlenmesidir.
Literatiirde yeralan calismalar incelendiginde ATPS ile protein saflastiriimasi
sirasinda verimliligi artirmak tizere notral tuzlarin (6rnek, NaCl) eklenmesi onerildigi
goriilmistiir. NaCl’nin 6zellikle enzimin dagilma katsayisi {izerinde oldukga etkili
oldugu goriilmektedir (Karkas ve Onal, 2012; Yiicekan ve Onal, 2011). Diger taraftan
diisik NaCl konsantrasyonlarinin  ATPS'yi etkilemedigi ancak, yiiksek tuz
konsantrasyonlar1 faz diyagramini degistirebilecegi one stiriilmiistiir (Igbal ve dig.,
2016).

NaCl etkisinin proteaz dagilimina etkisini aragtirmak {izere %1 (a/a)’den %12 (a/a)’ye
kadar degisen konsantrasyonlarda hazirlanarak sisteme eklendi ve elde edilen sonuglar
Tablo 3.4’te verildi. Buna gore, sisteme kosoliit eklenmesi proteazin fazlar arasinda
dagilimin etkilemis goziikmektedir. En yiiksek saflastirma katsayis1 (5,1) ve aktivite
geri kazanim (%78) degerleri sisteme %7 (a/a) oraninda NaCl eklenmesiyle elde
edildi. %7 (a/a)’nin tstiine ¢ikildiginda ise hem saflagtirma katsayist hem de enzim
geri kazanim degerlerinde diisiis gozlendi. Literatiirde kosoliit varligina bagl olarak
proteinin fazlar arasinda seg¢ici dagilimii gosteren benzer ornekler yer almaktadir

(Amid ve dig., 2012; Engel ve dig., 2000; Mohamadi ve dig., 2007).
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Tablo 3.4. NaCl konsantrasyonunun proteaz dagilimina etkisi

NaCl konsantrasyonu Altfaz SA  Ustfaz SA

(%, a/a) (U/mg) (U/mg) SK GK (%)
0 83 29 1,8 69
1 123 43 2,2 70
2 122 34 2,2 70
3 156 59 2,8 71
5 206 107 3,7 72
7 289 112 51 78
10 239 69 4,3 72
12 277 60 3,8 66

*SA: Spesifik aktivite; SK: Saflastirma katsayisi; GK: Aktivite geri kazanimi. PEG6000 (%12,5, a/a)
derisimi, sodyum sitrat konsantrasyonu (%12,5, a/a) ve sistem pH’s1 (8,0) sabit tutuldu. 200 uL. ham
ekstraktin spesifik proteaz aktivitesi 61,14 (U/mg) toplam protein miktari ise 0,71 mg hesaplandi.

Sonug olarak, optimum sartlar altinda toplam agirlik 10 gr olacak sekilde pH 8,0’da
hazirlanan %12,5 (a/a) PEG6000, %12,5 (a/a) CeHsNasO7 ve %7 (a/a) NaCl’den
olusan sulu ikili faz sisteminden katalaz enzimi yaklasik olarak 5,1-kat ve %78 aktivite
geri kazanimla saflagtirildi. Bu ¢alismada elde edilen saflastirma katsayisi literatiirde
rapor edilen farkli bakteri ve kif 6rneklerinden sulu ikili faz sistemi ile saflastirilan

proteaz enzimleriyle biiyiik 6l¢iide benzerdir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5 ATPS yontemiyle saflastirilan proteaz enzim ornekleri

Mikroorganizma SK GK (%) Referans

Bacillus cereus VITSNO4 4,1 88 Shakilanishi ve dig., 2017
Streptomyces sp. DPUA1576 1,5 108 Medeiros e Silva ve dig., 2012
Pseudomanas aeruginosa . .

AG LSL 11 6,2 72 Koti ve dig., 2012
Penicillium aurantiogriseum . .

URM4622 5,2 62 Lima ve dig., 2013
Scytalidium thermophilum 51 78 Bu ¢alisma

*SK: Saflastirma Katsayisi; GK: Aktivite geri kazanimi.

Ancak, aktivite geri kazanim degeri Streptomyces sp. ve A. heteromorphus’dan
saflagtirilan proteaz enzimlerine gore daha diisiiktiir.

3.2.2. Kromatografik yontem ile saflastirma

S. thermophilum’dan hiicre dis1 proteaz enzimini saflastirmada ATPS yaninda yontem

verimliligini  karsilagtirmak iizere iyon degisim kromatografisi uygulandi.
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Kromatografik yontemlerle saflastirilmak istenen proteaz enziminin ham ekstrat
olarak kullanilacak supernatani alindi. Anyon degistirici kolona (HiPrep Q XL
(16/10)) yiiklenen supernatanin olusturdugu fraksiyonlar proteaz aktiviteleri
bakimindan incelendi. Saflastirma islemlerine ait tiim bulgular Tablo 3.6°da verildi.
Buna gore, proteaz enzimi tek basamakla ham ekstrakttan %22 geri kazanimla 3 kat

saflastirildi.

Tablo 3.6. Proteaz enziminin saflastirma basamaklari

Hacim Toplam Toplam SA GK

(mL)  protein (mg)  aktivite (U) (U/mg) SK (%)

Ham ekstrakt 200 24,13 2667 111 1 100
Iyon degistirme

15 1,73 575 332 3 22

kolon ¢iktis1

*SK: Saflastirma katsayisi; GK: Aktivite geri kazanimi.

Literatiirle farkli kaynaklardan kromatografik yontemlerle saflastirilmis proteaz
enzimleri ile bu galismada saflagtirilan enzim bulgular1 Tablo 3.7’de karsilastirilmistr.
Bu ¢alismada elde edilen saflastirma bulgulari, Beuveria bassiana’dan izole edilen
proteaz i¢in verilen degerlerden daha yiiksektir. Ancak, diger orneklerde proteaz

enziminin daha yiiksek saflikta elde edildigi goriilmektedir.

Bunun baglica sebebi saflagtirmada birden fazla basamagin yer almasi sayilabilir.
Diger taraftan, bu ¢alismada 6lgiilen aktivitedeki geri kazanim degeri Bacillus cereus

S46’dan saflastirilan proteaz enzimi i¢in rapor edilen degere olduk¢a benzerdir.

Tablo 3.7. Kromatografik yontemle saflastirilan bazi proteaz enzimlerine ait
bulgularin karsilastirilmasi

Mikroorganizma Kromatografik yontem SK  GK (%) Referans

Aspergillus Jel filtrasyom 5 54 Abu-Tahon

terreus AEC ve dig., 2020
; Presipitasyon )

Bacillus cereus Diyaliz 12 29 D §ouza ve

S46 AEC dig., 2020
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Tablo 3.7. (Devami). Kromatografik yontemle saflastirilan bazi proteaz enzimlerine
ait bulgularin karsilastirilmasi

Mikroorganizma Kromatografik yontem SK  GK (%) Referans

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
Neurospora AEC 9 61 Z_rjeng ve
crassa Jel filtrasyom dig., 2020
Bacillus cereus Amonyum SXIEf*g goktiirmesi 8 A8 Lakshmi ve
S48 Jel filtrasyon dig., 2018
Bacillus .

. i Annamalai ve
alveayuensis Jel filtrasyon 6 16 diz. 2014
CAS5 g

; Diyaliz P
Beuv.ena Etanol presipitasyonu 2 16 AIC?t]anlml
bassiana AEC ve dig., 2020

; Amonyum siilfat ¢oktlirmesi .
]Ic_actobacnl Ig% AFC 23 175 Sunzxcf)z (c)hg.,
ermentum Jel filtrasyon
Scytdlligium AEC 3 22 Bu ¢alisma

thermophilum

AEC: Iyon/Anyon degisim kromatografisi

Genel olarak bakildiginda kromatografik yontem kullanilarak yapilan saflagtirma
denemelerinde saflik yiizdesi yiiksek olmasina ragmen aktivitede gozlenen kayip

oldukga fazladir. Bu da iirlinlin uygulama alanini kisitlamaktadir.
3.3. SDS-PAGE Analizi

S. thermophilum biiyiime ortamindan hem sulu ikili faz sistemi hem de kromatografi
kullanarak saflagtirilan 6rneklerin safliginin kontrolii ve molekiil agirliginin tespiti
amaciyla SDS-PAGE analizi ile gergeklestirildi. Yapilan elektroforez sonrasinda

bantlarin hareketlilik degerleri 6l¢iildi.

Bantlarin molekiiler agirlig1 ve hareketlilik degerleri Esitlik 3.1 araciligiyla hesaplandi
ve bir standart egri grafigi olusturuldu (Sekil D.1.) sonrasinda ise 6rnegin molekiiler
agirligr hesaplandi grafik sayesinde hesaplandi ve sonug diger mikrobiyal proteazlarin
molekiiler agirligiyla karsilastirildi.Elde edilen bant goriintiiler1 Sekil 3.5°de

gosterilmistir.

Proteinin aldigi yol (cm)

- Izleme boyasinin aldig1 yol (cm) (3.1)
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Sekil 3.5. S. thermophilum’dan saflastirilan proteaz enziminin SDS-PAGE jel
gorlntiisi. Markor: Prestained Protein Sharpmass VII Protein MW, 6,5 — 270; 1: iyon
degistirme kromatografisi ile sistemden izole edilen proteaz 6rnegi; 2: ATPS ile saflastirtlimis
proteaz 6rnegi. Her kuyucuga 20 pg 6rnek yiiklendi.

Sekil 3.5’te gosterildigi tizere ATPS ve kromatografiden elde edilen 6rneklerde =80
kDa civarinda tek bir bant gézlenmis olup enzimin basarili bir sekilde saflastirildig:
kanitland1 Tablo 3.8’de farkli kaynaklardan saflagtirilmis proteaz enzimlerinin
molekiil agirliklar1 karsilastirilmistir. Buna gore, proteaz enziminin molekiiler

agirliginin mikroorganizmaya gore farklilik gosterdigi bilinmektedir.

Tablo 3.8 incelendiginde proteaz molekiil agirhiginin tiir igerisinde bile farkililik
gosterdigi goriilmektedir. Literatlir arastirmalarinda proteaz enziminin molekiil
agirliginin proteazin tiiriinii belirlemede de bir kaynak olabilecegine dikkat ¢cekilmistir.
Bu ¢alismada enzim i¢in bulunan molekiil agirlik degeri literatiirde rapor edilen 24 ile

115 kDa araliginda oldugundan uyumludur.

Tablo 3.8. Farkli mikroorganizmalardan izole edilen proteaz enzimlerinin molekiil
agirliklarinin karsilastirilmasi

Molekiil
Mikroorganizma Agirligi (kDa) Referans
Bacillus marmariensis 24 Oner, 2009
Aspergillus foetidus 51 Souza ve dig., 2017
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Tablo 3.8 (Devami) . Farkli mikroorganizmalardan izole edilen proteaz enzimlerinin
molekiil agirliklarinin karsilastirilmast

Molekiil

Mikroorganizma Agirligr (kDa) Referans
Mucor subtilissimus 97 Nascimento ve dig., 2016
Lactobacillus sakei 88 Sanz ve Toldra, 2001
Bacillus sp. KG5 48 Ahmetoglu ve dig., 2015
Bacillus sp. M33 39 Sonuc Karaboga ve Logoglu, 2019
Bacillus sp. 62 Kamran ve dig., 2014
I;al_o geometricum 86 Vidyasagar ve dig., 2006

orinquense
Aspergillus brasiliensis 68 Chimbekujwo ve dig., 2020
Leishmania donovani 115 Choudhury ve dig., 2013
ﬁ]tgﬂggr? iﬁ)r;rsnlgnas 98 Waghmare ve dig., 2015
S. thermophilum 80 Bu ¢alisma

3.4. Saflastirtlmus S. thermophilum Proteazimin Karakterizasyonu
3.4.1. Sicakhigin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Reaksiyon sicakliginin proteaz enzimi lizerine etkisini aragtirmak tizere 30 °C— 80 °C
aras1 sicakliklarda yapilan deneyler sonucundan reaksiyon sicakligi 60 °C’de en
yiiksek aktivite degerine ulasildi (Sekil 3.6.). 60 °C’nin iizerine ¢ikildiginda enzimin
bagil aktivitesinde diisiis gézlemlendi ancak 70 °C ve 80 °C’de dahi proteaz enzim

aktivitesinin >%96’nin korundugu gozlendi.
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Sekil 3.6. S. thermophilum proteazinin farkl sicakliklardaki bagil aktivite grafigi
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Farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen proteazlar incelendiginde optimum
sicaklik araliginin 40 ila 70 °C arasinda oldugu goézlenmistir (Tablo 3.9). Ayrica
Cellulomonas bogoriensis proteazinin optimum sicaklik degeri (Li ve dig., 2016) bu

calismada kullanilan proteaz enzimine benzerlik gostermektedir.

Tablo 3.9. Farkli mikroorganizmalardan izole edilen proteaz enzimlerinin sicaklik ve
pH profillerinin karsilastiriimasi

Termal
Optimum kararlilik pH
sicaklik ~ Optimum  araligi ~ kararlilik

Mikroorganizma (°0O) pH (°0O) aralig1 Referans
Chaetomium
thermophilum 65 10,0 50-65 10,0 Li ve dig., 2007
(PRO33)
Aspergillus tamarii 4 Silva ve dig.,
URM4634 40 &4 a 808 2017

. Muthulakshmi ve
Aspergillus flavus 50 7,0 30-50 3,0-8,0 dig., 2011
ge”“'F’mo.”as 60 11,0 460  3,0-120 Livedig, 2016

ogoriensis

Bacillus subtilis K-1 50 10,0 30-70  7,0-10,0 Smggovl‘;dlg"

. Padmapriya ve
Bacillus sp. 70 8,0 70 9,0-10,0 dig., 2012
Neurospora crassa i i Zheng ve dig.,
CGMCC308 55 9,0 30-45 6,0-10,0 2020
Bacillus Mothe ve
caseinilvticus 60 8,0 30-60 6,0-10.0 Sultanpuram,

st 2016
Halococcus sp. Gaonkar ve
GUGFAWS-3 70 70 0 3,0-13,0 Furtado, 2020
Scytalidium 60 8,0 30-60 4,090 Bu calisma

thermophilum

3.4.2. Reaksiyon pH’sinin enzim aktivitesi iizerine etkisi

S. thermophilum proteaz aktivitesinin farkli pH aralilarindaki (pH 4,0 — 9,0) degerleri
incelendi. Sekil 3.7°de goriildiigl izere reaksiyon ortaminin pH’s1 8,0 iken en yiiksek
bagil aktivite degeri elde edildi. Diger taraftan, pH 6,0°da yaklasik %82 bagil aktivite
degeri 6l¢iiliirken pH 6,0’nin altinda (pH 4,0 ve pH 5,0) %70-76 arasinda korundugu
pH 9,0’da ise bagil aktivitenin %90 civar1 oldugu tespit edildi (Sekil 3.7).

Farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen proteazlar incelendiginde optimum pH

araliginin 7,0 ila 11,0 arasinda oldugu gozlenmistir (Tablo 3.9.).
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Sekil 3.7 S. thermophilum proteaz aktivitesine pH’nin etkisi

Ayrica literatiir incelendiginde Aspergillus tamarii proteazinin optimum pH degeri
(Silva ve dig.,2017), bu c¢alismada kullanilan proteaz enzimine benzerlik

gostermektedir.
3.4.3. Proteaz termal kararhhgi

Enzim kararliligina sicakligin etkisini aragtirmak amaciyla saflagtirlan 6rnekler 60 dak
boyunca 30 °C - 80 °C araliginda inkiibe edildi. Bir saatlik inkiibasyonun sonunca

enzimin aktivitesi hesaplandi.

Sekil 3.8’e gore enzimin baslangi¢ aktivitesini korudugu en yiiksek sicakligin 40 °C
oldugu tespit edildi. 40°C’lik sicaklik degerinin iizerine ¢ikildiginda ise enzim
aktivitesinde diisiis oldugu gézlemlendi. Proteaz enziminin enzim aktivitesinin 50 °C

ve 60 °C’de sirasiyla %93 ve %65 inin korundugu tespit edildi.

Sonuglar literatriile karsilagtirildiginda enzimin 30-60 °C araliginda kararli ve kismen

genis bir termal kararliliga sahiptir oldugu sonucuna varildi (Tablo 3.9).

Istya dayanakli proteazlarin biyoteknolojilik ve endiistriyel caligmalar agisindan
denatiire edici ajanlara ve kimyasallara karsi dayanikliligi oldukca degerli
goriilmektedir ve elde edilen sonuglar galismada kullanilan proteaz enziminin

endiistriyel agidan kullanilabilecegini gotermistir (Sarkar ve Suthindra, 2020).
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Sekil 3.8. S. thermophilum proteazinin termal kararlilig

3.4.4. S. thermophilum proteazinin pH kararhhgi

Cesitli pH deger araliklarinda yapilan (4,0 — 9,0) pH karalilik deneylerinin sonuglari
Sekil 3.9’da verilmektedir. Buna gore, proteaz enziminin baslangic aktivitesini
tamamen korudugu pH degeri 8,0 olarak belirlendi. Diger taraftan pH 4,0 ila 9,0
arasinda optimum aktivite degerinin >%70’inin korundugu gozlendi. Sonug olarak

proteaz enziminin pH stabilite araligi pH 4,0 — 9,0 olarak belirlendi (Sekil 3.9).

Tablo 3.9°daki farkli mikrobiyal kaynakli proteaz enzimlerinin pH stabilite araliklar
karsilastirildiginda, S. thermophilum proteazinin genis bir pH araliginda kararh
kalabildigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu 6zelligi, enzimin farkli endiistriyel uygulamalarda

1yi bir katalizor olarak degerlendirilmesini saglamaktadir.
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Sekil 3.9. S. thermophilum proteazinin pH kararliligi
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada, termofilik bir kiif olan S. thermophilum’dan optimum proteaz tiretimini
gerceklestirmek iizere inkiibasyon zamani, glukoz konsantrasyonu, uygun azot
kaynaginin tespiti ve metal iyonun varligir gibi fermantasyon kosullarinin enzim
aktivitesi tizerine etkileri test edildi. Optimum proteaz tiretimi %4 (a/h) glukoz, %1
(a/h) maya ekstrakti, %0,05 (a/h) KCI ve %0,05 (a/h) KoHPOs igeren YpSs sivi
besiyerinde ii¢ giin siireyle inkiibe edilen S. thermophilum’un kiiltiir sivisinda

geceklestirildi.

Santrifiij ile hiicrelerden arindirilmig kiiltiir sivisi, “ham enzim ekstrakt1” olarak
proteaz enziminin saflastirllmasinda kullanildi. Saflastirma islemi hem optimize
edilmis sulu ikili faz sistemi hem de kromatorafi ile gergeklestirildi ve saflastirma
parametreleri (saflastirma katsayisi, enzim geri kazanimi ve spesifik aktivite degerleri)
karsilastirildi. Buna gore, %12,5 (a/a) PEG 6000, %12,5 (a/a) CeHsNasO7 ve %7 (a/a)
NaCl’den olusan sulu ikili faz sistemiyle S. thermophilum’dan proteaz enzimi 5,1-kat
%78 geri kazanmimla saflastirildi. Diger taraftan, 1,73 mg/ml protein igeren 6rnek
HiPrep Q XL (16/10) kolonundan %22 aktivite geri kazanimla 3-kat saflastirildi.
Saflagtirilan enzimin SDS-PAGE yontemi ile molekiiler agirligi belirlendi ve yaklagik
96 kDa olarak bulundu. Saf enzimle yapilan sicaklik deneyleri enzimin optimum
sicakliginin 60 °C oldugunu, 40 °C’de aktivitesinin %100, 30 °C’de ise yaklagik
%88’1ni korudugunu gosterdi. 60 °C’nin lizerinde ise aktivitenin yarisinin kayboldugu
belirlendi. Ortam pH’sinin proteaz aktivitesine olan etkisi analiz edildiginde enzimin
optimum pH degeri 8,0 olarak 6l¢iiliirken pH 4,0’de proteolitik aktivitenin yaklasik
%70’inin pH 9,0°da 1se %92 sinin korundugu tespit edildi. Sicaklik ve pH denemeleri,
S. thermophilum proteazinin genis aralikta kararli olabilecegine isaret ederken enzimin
biyokimyasal karakterizasyonu (farklt substratlar icin kinetik parametrelerin
hesaplanmasi, organik ¢dzgenler, inhibitdrler ve metal iyonlarinin aktivite iizerine
etkilerinin spektrofotometrik yontemle analizi) {izerine daha ¢ok denemenin

yapilmasinin enzimin endiistride kullanim potansiyelinin aydinlatilmasinda yararl
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bilgiler sunacagina inanilmaktadir. Bununla beraber sonuclarin giivenilirliginin

arttirilmasi amaciyla faktoriyel dizayn yonteminden de yararlanilabilir.
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EK-A

Biiytime Ortam1 Hazirlanmasi

Besiyeri 1 (YpSS Agar)
Maya ekstrakti, 4,0 g/L
K2HPOq4, 1,0 g/L
MgSQO4.7H20, 0,5 g/L
Nisasta, 15,0 g/L

Agar 20,0 g/L

Son konsantrasyon 1 litre olacak sekilde distile su eklenir ve besiyeri sterilize edilmek
lizere otoklavlanir.

Besiyeri 2 (YpSS Broth, %1 (a/h) glukoz)
Glukoz 1,0 g/L

MgS04.7H20 0,5 g/L

K2HPO4, 1,0 /L

Maya ekstrakti, 4,0 g/L

Kimyasallar tartilir ve 1 litreye distile su yardimi ile tamamlanir. Sterilizasyon islemi
icin diigiik hacimlerde syringe filter kullanilabilir, biiyiilk hacimler i¢in besiyeri
otoklavlanir.

Besiyeri 3 (YpSS Broth)
Glukoz 4,0 g/L
MgS0O4.7H20, 0,5 g/L
K2HPOq, 1 g/L

Maya ekstrakti, 4 g/L

Tartilan kimyasallar erlene eklenir ve distile su yardimiyla 1 litreye tamamlanir
ardindan sterilizasyon i¢in otoklavlanir.

Soliisyonlarin Hazirlanist

0,1 M Tris-HCI Tamponu (pH 8,0)
Tris 12,14 g/L

12,14 g kazein tartilir, lizerine 1 litre distile su eklenir ve karigtiricida yavasca
karismaya birakilir. Tris ¢oziilmeye basladiginda ortama 1 M HCI asit eklenerek
sollisyonun pH’s1 8,0 olarak ayarlanir.

%1 (a/h) Kazein Soliisyonu
Kazein 10 g/L (pH 8,0)

1 g olarak tartilan kazeinin tizerine 100 mL 0,1 M’lik Tris-HCI soliisyonu eklenir ve
30 dk boyunca 60°C sicaklikta karismaya birakilir. Coziinen kazein soliisyonun pH’s1
8,0 ayarlanir.
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0,11 M TCA Soliisyonu
TCA (Trikloro Asetik Asit) 18 g/L
1,8 g olarak tartilan TCA’nin iizerine yavas¢a 100 mL distile su eklenir ve karistirilir.

Karisim tekrar kullanilmak {izere koyu renkli bir siseye aktarilmali ya da sisenin etrafi
aliminyum folyo ile sarilmalidir.

SDS-PAGE Jel Elektroforezi I¢in Soliisyonlar

1,5 M Tris-HCI Tamponu (pH 8,8)
Tris Base 185 g/L
SDS 4 g/L

Kimyasallar 100 ml soliisyon hazirlanacak sekilde tartilir. Uzerlerine eklenir ve 80 ml
distile su igerisinde ¢ozdiiriiliir, pH 10 M HCI soliisyonu ile 8,8 olarak ayarlanir.
Soliisyon filtreden gegirilerek steril edilir ve +4°C’de saklanir.

1,0 M Tris-HCI Tamponu (pH 6,8)
Tris Base 125¢/L
SDS 4 g/L

12,5 g Tris Base ve 0,4 g SDS tartilir, cam bir siseye aktarilir. Yaklasik 40 mL distile
su ile ¢oziiliir ve lizerine 10 M HCl eklenerek pH’s1 6,8’e ayarlanir, karisim 100 mL’ye
tamamlanir.

%10 (a’h) Amonyum Persiilfat
APS 100 mg/mL

100 mg APS tartilir ve lizerine 1 mL ddH20 eklenir. Karigim taze olarak
kullanilmalidar.

Ayirma Jeli (%15, h/h)

%30 (h/h) Akrilamid 2,5 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 1,25 mL
ddH20 1,175 mL
%20 (a/h) SDS 0,025 mL
%10 (a/h) APS 0,050 mL
TEMED 0,005 mL
Yigma Jeli (%S5, h/h)

%30 (h/h) Akrilamid 830 uL
1,0 M Tris-HCI (pH 6.8) 630 uL
ddH20 3,4 mL
%20 (a/h) SDS 25 uL
%10 (a/h) APS 50 uL
TEMED 5uL
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Ornek Diliisyon Tamponu (Jel YiiklemeBoyas1) x4

SDS 0,849
1 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5mL
Gliserol 4 mL
[-mercaptoetanol 2 mL
Bromofenol mavisi 1 mg
ddH20 10 mL

Hazirlanan SDB (Ornek Diliisyon Tamponu) uzun siireli kullanimlar igin -80°C’de
saklanmalidir.

x10 Yiiriitme Tamponu (ERB) (25 mM Tris, 192 mM Glisin)
Tris 30 g/L
Glisin 144 g/L

15 g Tris ve 72 g Glisin tartilir ve son konsantrasyonlar1 500 mL olacak sekilde
¢ozdiiriilir. +4°C’de saklanir.

x1 Elektrod Yiirlitme Tamponu
x10 ERB 100 mL
SDS 1g/L

100 mL ERB soliisyonu alinir, tizerine 900 mL distile su eklenir. Karigima 1 g SDS
eklenir ve karistirilir. Daha sonra jel elektroforez tankina aktarilir.
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EK-B
Coomassie Brilliant Blue R-250 Boyama

Sabitleme Soliisyonu (Fixer)

Metanol 50 mL
Asetik Asit 12 mL
Formaldehit (%37, h/h) 50 uL
Distile Su 37,5mL

Metanol, asetik asit ve formaldehit karistirilir ve {lizerine distile su eklenerek 100
mL’ye tamamlanir.

%50 (h/h) Etanol
Saf Etanol 50 mL
Distile Su 50 mL

Distile su ve etanol karistirilir, soliisyon taze olarak hazirlanmalidir.

On Islem Soliisyonu (Pretreatment Solution)
Sodyum tiyosiilfat (Na2S2.03.5H.0) 0,02 g
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EK-C

Bovin serum albiimin standart egrisi

Protein standart egrisinin hazirlanmasinda standart protein olarak Sigir Serum
Albumin (BSA) secildi. Stok BSA c¢ozeltisi (2 mg/mL) farkli oranlarda
seyreltilmesinde (0, 0,1, 0,125, 0,25, 0,5, 0,75, 1,0 mg/mL) ayn1 tampon kullanildi. 2
mL’lik ependorflar numaralandirildi ve farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA
¢ozeltilerinden 100 pL alinds, iizerine 1,5 mL Bradford reaktifi (Sigma, Bradford Ultra
Protein Assay) 15 dk oda sicakliginda bekletilen ependorflar daha sonra 595 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iim yapildi, standart egri olusturuldu.

1,6
14
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Absorbans 595 nm

0 0,2 04 0,6 08 1 1.2 1,4 1,6
mg protein/mL

Sekil C.1. Standart BSA egrisi
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EK-D

Saflastirilan enzimin molekiiler agirligiin hesaplanmasi ve safliginin kontrolii i¢in
poliakrilamid jel elektroforezi gerceklestirildi. Asagidaki grafikten yararlanarak
ornege ait molekiiler agirlik hesaplandi ve yaklasik 80 kDa’na denk gelen tek bir bant

gbzlemlendi.
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Sekil D.1. Molekiiler agirlik tayininde kullanilan grafik
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