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_ BAKTERI KAYNAKLI ALKALIN PROTEAZ URETIMI, KARAKTERIZASYONU VE

Tezin Bashgi .
ENDUSTRIYEL KULLANIM ALANLARININ ARASTIRILMASI

Alkalin proteazlar, peptit baglarinin boliinmesini katalize eden proteolitik

- enzimlerdir. Biiyiik dlciide deterjan, gida, deri ve ilag endiistrisinde kullanilirlar
ve toplam endiistriyel enzim pazarinin yaklasik %60'in1 olustururlar. Memeli
dokulari, gelismis hayvanlar, bitkiler, mantarlar, aktinomiketler, bakteriler vs.
tarafindan tretilirler. Ticari alkalin proteazlarin en biiyiik iireticileri bakteriler,
ozellikle de Bacillus tiirleridir. Bu ¢alismada Bacillus halodurans C-125te
tahmini 27,67 kDa agirliga ve 9,47’lik isoelektirik noktasina sahip 361 amino
asitlik bir pre-pro-protein enzimi (24-aa sinyal peptit, 69-aa propeptid ve 268-aa
olgun protein) kodlayan BH0855 genini PCR ile ¢ogaltmak ve klonlamak i¢in
primerler dizayn edildi. Rekombinant gen, cat promotorii kontrolii altinda
mekik vektorii pMAO0911 igerisine ilk kez basari ile klonland1 ve sekiz proteaz
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	Aşağı Açılır Kutu1: [Biyoloji]
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	Text12: BAKTERİ KAYNAKLI ALKALİN PROTEAZ ÜRETİMİ, KARAKTERİZASYONU VE ENDÜSTRİYEL KULLANIM ALANLARININ ARAŞTIRILMASI
	Text20: Alkalin proteazlar, peptit bağlarının bölünmesini katalize eden proteolitik
enzimlerdir. Büyük ölçüde deterjan, gıda, deri ve ilaç endüstrisinde kullanılırlar ve toplam endüstriyel enzim pazarının yaklaşık %60'ını oluştururlar. Memeli dokuları, gelişmiş hayvanlar, bitkiler, mantarlar, aktinomiketler, bakteriler vs. tarafından üretilirler. Ticari alkalin proteazların en büyük üreticileri bakteriler, özellikle de Bacillus türleridir. Bu çalışmada Bacillus halodurans C-125’te tahmini 27,67 kDa ağırlığa ve 9,47’lik isoelektirik noktasına sahip 361 amino asitlik bir pre-pro-protein enzimi (24-aa sinyal peptit, 69-aa propeptid ve 268-aa olgun protein) kodlayan BH0855 genini PCR ile çoğaltmak ve klonlamak için primerler dizayn edildi. Rekombinant gen, cat promotorü kontrolü altında
mekik vektörü pMA0911 içerisine ilk kez başarı ile klonlandı ve sekiz proteaz geni silinmiş Bacillus subtilis WB800 suşunda eksprese edildi. Amino asit sekansı benzerliğinin en fazla %65,4 oranı ile B. lentus proteazı (PDB ID:1GCI) ile olduğu belirlendi. Bhasp pH 12 ve 70 °C’de optimum aktivite gösterdi. Bhasp’ın 50°C'ye kadar kararlı kalarak,1 saat inkübasyondan sonra başlangıç aktivitesinin %94'ünden fazlasını koruduğu tespit edildi. Enzim, pH 12'de iyi bir pH kararlılığı gösterdi ve 2,5 saatlik inkübasyondan sonra başlangıç aktivitesinde bir kayıp olmadı. Km ve Vmax değerleri sırasıyla 0,2899 mg / mL
ve 76.12 U / ml olarak hesaplandı.
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