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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

 

VAN ĠLĠNDEN ALINAN SICAK SU ÖRNEKLERĠNDEN ĠZOLE EDĠLEN 

TERMOFĠLĠK BAKTERĠLERĠN ĠZOLASYONU, ĠDENTĠFĠKASYONU, Bacillus 

licheniformis EA10‘DAN PROTEAZ ENZĠMĠNĠN ÜÇLÜ FAZ AYIRMA SĠSTEMĠ (TPP) 

ĠLE SAFLAġTIRILMASI VE KARAKTERĠZASYONU 

 

 

Esra ALÇĠÇEK 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Biyoteknoloji Bilim Dalı 

 

DanıĢman: Doç. Dr. Melda ġĠġECĠOĞLU 

 

Bu tez çalıĢması kapsamında; Van Çaybağı ve Hasanabdal Kaplıcalarından temin edilen sıcak 

su örneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole edildi. Ġzolasyon sonrasında yapılan 

konvensiyonel ve moleküler analizler sonucunda 10 izolat (EA1, EA2, EA4, EA5, EA6, EA7: 

Bacillus thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EA8: Anoxybacillus 

pushchioensis) tür düzeyinde tanılandı. Petri denemeleri sonucunda 3 suĢun proteaz enzim 

aktivitesi bakımından pozitif olduğu gözlemlendi, en yüksek aktiviteyi ise EA10 izolatının 

verdiği tespit edildi. B. licheniformis EA10‘dan proteaz enziminin saflaĢtırılması TPP 

yöntemiyle ilk kez bu çalıĢmada uygulandı. Bunun için tuz, organik çözgen ve pH 

optimizasyonu yapıldı ve pH 6,0‘da, 1,0:0,5 (ham enzim çözeltisi:t-bütanol oranı) ve %70 

doygun amonyum sülfat kullanılarak uygulanan TPP sistemi sonucunda %191,6 verimle 54,1 

kat saflaĢtırılan enzimin molekül ağırlığı SDS-PAGE jel elektroforez yöntemiyle yaklaĢık 37,67 

kDa olarak hesaplandı. Protez enzimi için optimum pH 9,5 ve optimum sıcaklık 80°C olarak 

belirlendi. Enzimin 90°C gibi yüksek bir sıcaklıkta 120 dk  inkübasyonun sonunda aktivitesinin 

hiç düĢmediği ve inkübasyon süresinin aktiviteyi arttırıcı etki gösterdiği tespit edildi. B. 

licheniformis EA10‘dan proteaz enziminin okside edici ajan olan H2O2 varlığında kararlılığını 

%1 ve %5‘lik konsatrasyonlarda sırasıyla %107 ve %102 oranında koruduğu tespit edildi.  

Organik çözücülere karĢı yüksek bir stabilite gösteren enzimin Mn
2+ 

metalinin 1mM 

konsantrasyonunda aktivitesini koruduğu görüldü, 5 ve 10 mM‘lık konsantrasyonlarında ise 

sırasıyla %164 ve %237 oranında enzimin aktivitesini artırdığı belirlendi. EDTA varlığında  

enzim stabilitesinin %104,6 oranında korunduğu belirlendi. B.licheniformis EA10‘dan alkali 

proteaz enziminin hem kazeine hem de gelatine yüksek substrat spesifitesi olduğu görüldü, 

kazein substratı için KM ve Vmax değerleri sırasıyla 0,376 mg/ml ve 14,085 µmol.ml
-1

.dk
-1 

olarak hesaplandı.  
 

2017, 109 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Termofilik bakteri, Bacillus licheniformis, proteaz, üçlü faz ayırma sistemi 

(TPP), enzimatik karakterizasyon, saflaĢtırma 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

 

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THERMOPHILIC BACTERIA 

ISOLATED FROM HOT WATER SAMPLES COLLECTED IN VAN 

PROVINCE, TURKEY AND  PURIFICATION-CHARACTERIZATION OF 

PROTEASE ENZYME FROM Bacillus licheniformis EA10 ISOLATE WITH 

THREE PHASE PARTITIONING SYSTEM 
 

Esra ALÇĠÇEK 

 

Ataturk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Department of Biotechnology 

 

Supervisor: Assoc. Doç. Dr. Melda ġĠġECĠOĞLU 

 

In this thesis work, a total of 10 thermophilic bacteria were isolated from hot water samples 

collected from Van Çaybağı and Hasanabdal springs. 10 isolates were identified as follows 

using conventional and molecular analysis; EA1, EA2, EA4, EA5, EA6, EA7: Bacillus 

thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EA8: Anoxybacillus pushchioensis. 

According to a pedri analysis, three strains were observed to be positive in terms of protease 

activity and EA10 had the highest activity. Purification of protease from B. licheniformis EA10 

using TPP was carried out for the first time in this study to the best of our knowledge. For this, 

optimization of salt content, organic solvent and pH was done. The TPP system applied at pH 

6.0 using 1.0: 0.5 (crude enzyme solution: t-butanol ratio) and 70% saturated ammonium 

sulphate resulted in 54.1 fold of enzyme purification with 191.6% yield and the molecular 

weight of the purified enzyme was estimated to be approximately 37.67 kDa by SDS-PAGE gel 

electrophoresis. The optimum pH and temperature were determined as 9.5 and 80 °C, 

respectively. It was found that the enzyme did not decrease its activity at all after 120 minutes 

of incubation at a temperature as high as 90 °C and that the incubation period had an activity-

enhancing effect. It was also found that B. licheniformis EA10 protected its protease enzyme 

stability by 107% and 102% in the presence of H2O2, an oxidizing agent, at concentration ratios 

of 1% and 5%, respectively. The enzyme exhibiting high stability against organic solvents 

maintained its activity at 1 mM Mn
2+

 and increased its activity by 164 and 237% at 5 and 10 

mM concentrations, respectively. In the presence of EDTA, enzyme stability was preserved by 

104.6%. Results showed that alkaline protease of B. licheniformis EA10 had high substrate 

specificity for both casein and gelatin and the KM and Vmax values for casein substrate was 

calculated (KM; 0,376 mg/ml and Vmax; 14,085 µmol.ml
-1

.dk
-1 

). 

2017, 109 pages 

Keywords: Bacillus licheniformis, protease, three phase partitioning system, thermophilic 

bacteria, enzimatic charecterization, purification. 
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µl  : Mikrolitre 
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DNTB  : Dinitrotiyo Benzen 

EDTA  : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 
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gr : Gram 

HCI  : Hidroklorik Asit 
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mg  : Miligram 

ml  : Mililitre 
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PCR  : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PMSF  : Fenil Metil Sülfonil Florid 
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RNA  : Ribonükleik Asit 

RNaz  : Ribonükleaz Enzimi 

rpm  : Dakikadaki dönüĢ sayısı 
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TEMED  : N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 

Tris – HCI : Trizma Tamponu 

TSA  : Triptone Soy Agar 
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1. GĠRĠġ 

1.1. Endüstriyel Enzimler 

Enzimler, katalizörlerin fonksiyonlarını yerine getiren kompleks organik maddelerdir. 

BaĢka bir deyiĢle canlı organizmada meydana gelen birçok biyokimyasal reaksiyon, 

protein yapılı özellikli biyokatalizörler olan enzimler tarafından katalizlenir (Topal 

1985; Gazel 2016). 

Ġnsanların enzimleri kullanması, medeniyetin en eski zamanlarına kadar uzanır. Ġlkel 

toplumlardaki; yiyecek ve içeceklerinin hazırlanması, giyinmek için derilerin 

iyileĢtirilmesi gibi insan faaliyetleri bilmeden de olsa enzim aktivitelerinin 

uygulamasını içeriyordu. Daha sonra biyokimyanın geliĢmesiyle ve birçok önde gelen 

bilim adamının öncü çalıĢmaları ile enzimlerin doğası ve nasıl çalıĢtıkları 

netleĢtirilmeye baĢlanmıĢtır. Enzimatik iĢlemlerin, geleneksel iĢlemlere oranla daha az 

miktarda atık oluĢturarak daha az çevre kirliliğine yol açması, uygun ve ekonomik 

Ģartlarda gerçekleĢtirilebilmesi enzim kullanımını daha cazip hale getirmektedir. 

Enzimlerin endüstriyel alanda kullanılmaları çok eski çağlara kadar uzanmaktadır. Ġlk 

çağlardan beri üretildiği bilinen ekmek, yoğurt, Ģarap, peynir gibi gıda maddelerinin 

üretiminde kullanıldığı, örneğin incir bitkisinden elde edilen sıvı ile sütten peynir 

yapıldığı bilinmektedir (Sevinç 2010, Polaina and Maccabe 2007). 

Enzimler hakkında elde edilen önemli bilgileri kronolojik olarak Ģu Ģekilde 

sıralayabiliriz: Enzimler hakkındaki ilk bilgiler 1570‘li yıllara dayanır. Pasteur ve 

Liebing gibi birçok ünlü araĢtırmacı sayesinde enzimler hakkında pek çok temel bilgi 

sağlanmıĢtır. Alman kimyacı Berzellius, 1838 yılında reaksiyon hızı üzerine etki yapan 

maddelere ‗katalizör veya katalizatör‘ adını vermiĢtir. Gagnrard ve Schav adlı iki bilgin, 

(1838) birbirinden habersiz olarak fermantasyon olayını incelemiĢ ve bu olayın maya 

adı verilen bazı makro organizmalar tarafından meydana getirildiğini açıklamıĢlardır. 

Kühne, (1879) biyolojik reaksiyon hızlarına etki eden maddeleri ayırt etmek için 
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Yunanca mayada bulunan anlamına gelen ‗enzim‘ kelimesini önermiĢtir. Poyen ve 

PerĢon (1883) niĢastanın çözünürleĢtirilmesinde malt özütü içinde bulunan ―diastaz 

enziminin‖ etkin olduğunu belirlemiĢtir. Blumenthal, (1885) peynir yapımında 

kullanılmak üzere, ilk kez rennin enziminin özütünü, teknolojik boyutlarda üretmeyi 

baĢarmıĢtır. Büchner, (1897) maya hücrelerinden bazı enzimleri ayırmayı baĢararak, 

yeni bir araĢtırma alanı açmıĢtır. Rahm, (1915) lipaz ve proteaz enzimlerinin çamaĢır 

yıkama sularına katılarak, çok etken bir temizleyici olarak kullanılabileceğini 

göstermiĢtir. James B. Summer, (1926) ilk kez üreaz enziminin kristallerini elde ederek, 

molekülün büyük bir kısmının protein olduğunu göstermiĢtir. Northrop, Kuintz, Herriott 

ve Amson gibi bilginlerden oluĢan bilim adamı grubu sırası ile pepsin, tripsin, 

kimotripsin ve karboksipeptinaz enzimlerini kristalize etmeyi baĢarmıĢtır (1930). 

1930 yıllarında 80 adet enzim tanınırken, 1968‘lerde bu rakam 1300‘e 1982‘de 2000‘e 

yükselmiĢtir. Günümüzde ise 2500 enzimin var olduğu bilinmektedir ve yine enzimlerle 

ilgili çalıĢmalar sürekli artarak devam etmektedir (Acar 2009). Enzim alanındaki bu 

büyük ilerleme enzim isimlendirilmesinde düzenleme gerektirmiĢtir. Bu yüzden 

Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği (IUBMB), Uluslararası Saf ve 

Uygulamalı Kimya Birliği (IUPAC) ile istiĢare ederek enzimlerin sistematik 

sınıflandırılmasından ve adlandırılmasından sorumlu Uluslararası bir Enzim 

Komisyonunu kurulmuĢtur (Singh et al. 2016). Kurulan bu Enzim Komisyonu (EC) 

enzimleri katalizledikleri ana reaksiyon tipine göre 6 ana gruba sınıflandırmıĢtır: 

1. Oksidoreduktazlar (Oksidasyon-redüksiyon reaksiyonlarını katalizlerler.) 

2. Transferazlar (Fonksiyonel bir grubun bir molekülden diğer bir moleküle transferini 

katalizlerler.) 

3. Hidrolazlar (Moleküle su molekülünü dahil ederek bağ kırarlar.) 

4. Liyazlar (Çift bağ yapar veya kırarlar.) 

5. İzomerazlar (Molekülleri izomerlerine çevirirler.) 

6. Ligazlar (Ġki molekül arasında bağ oluĢumunu katalize ederler.) (Geçgil 2007) 
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Enzimleri kullanım amaçlarına göre; bilimsel araĢtırma ve analitik amaçla kullanılan 

saflık dereceleri yüksek analitik enzimler, çeĢitli fizyolojik hastalıkların tedavisinde 

kullanılan ve saflık derecesi oldukça yüksek klinik enzimler ve üretime yönelik çeĢitli 

reaksiyonların katalizinde kullanılan saflık dereceleri düĢük olan endüstriyel enzimler 

olarak üç grupta toplayabiliriz (Gök 2011). 

1.2. Endüstriyel Enzim Uygulamaları 

Enzimlerin çok çeĢitli uygulama alanları bulunmaktadır. Teknik kullanım, besin 

üretimi, hayvansal yem üretimi, kozmetik, medikal gibi birçok alanı da içine alan geniĢ 

uygulama alanına sahiptir (Çizelge 1.1). Günümüzde hemen hemen 4000 enzim, ki 

bunların yaklaĢık olarak 200‘ü mikrobiyal orijinli olmak üzere, ticari olarak 

kullanılmaktadır. Ancak endüstriyel ölçekte sadece 20 tip enzim üretilmektedir (Shuang 

Li et al. 2012). 

Günümüzde endüstriyel enzimlerin çoğu hidrolitiktir ve doğal maddelerin 

parçalanmasında kullanılmaktadırlar. Endüstriyel enzimlerden olan proteazlar süt 

endüstrisi, deterjan endüstrisi, gıda endüstrisi, kozmetik, kağıt ve kağıt hamuru, organik 

sentezi, farmasötik, tekstil endüstrisi gibi birçok endüstride yaygın olarak kullanıldıkları 

için endüstride en baskın olan enzim grubunu oluĢturmaktadırlar. Amilaz ve selülaz gibi 

çeĢitli karbohidrazlar; niĢasta, tekstil, deterjan ve fırıncılık endüstrilerinde kullanılan 

ikinci büyük enzim grubudur (Gurung et al. 2013). 
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Çizelge 1.1. Farklı alanlarda kullanılan enzimler ve uygulama alanları (Gurung et al. 

2013).  

Endüstrilerin 

Tipleri 

Enzimler Kullanım Alanları 

Alkol/içecekler Amilaz,glukanazlar, 

proteazlar, 

beta-glukanazlar, 

arabinoksilanlar, 

amiloglükosidaz, 

pullulanazlar ve 

asetolaktat 

dekarboksilaz 

Polikarbonatların ve niĢastanın basit 

Ģekerlere yıkımında,  Kompleks proteinleri 

Ģekere indirgeyerek fermantasyon 

verimliliğini arttırmada 

DüĢük kalorili bira üretiminde 

kullanılırlar. 

Meyve suları Sellulazlar, pektinazlar Meyve sularını temizlemede kullanılırlar. 

Bebek yiyecekleri Tripsin Bebek yiyeceklerinin ön sindiriminde 

kullanılırlar. 

Yiyecek iĢleme Amilaz, proteaz ve 

papain 

Etin yumuĢatılmasında, niĢasta ve komplex 

proteinlerin yıkımında kullanılırlar. 

Süt ürünleri Rennin, lipazlar ve 

laktazlar 

Proteinlerin hidrolize edilmesinde, peynir 

üretiminde (roquefort peyniri), 

Laktozdan glukoz üretiminde kullanılırlar. 

Deterjan   Proteaz, amilaz, lipaz, 

selülazlar, 

ve mannanaz 

Boyama sonrası proteini çıkarmada , bulaĢık 

yıkarken çözünmez niĢastayı çıkarmada, 

yağların çıkarılmasında ve deterjanların 

etkinliğini arttırılmasında kullanılırlar. 

Tekstil Amilaz, pektinaz, 

selülazlar, 

katalaz ve proteaz 

NiĢasta kalıntılarını gidermede, fiber 

çekirdek ve mumları yapıĢtırmada, 

denimlerdeki dokumayı tamamlamada, 

pamuğun beyazlatılmasından sonra kalıntı 

hidrojen peroksiti yıkmada, yün bakımında, 

aynı zamanda biyolojik parlatma olarak da 

bilinen ham ipeğin zamklamasında 

kullanılırlar 
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Çizelge 1.1. (Devamı) 

Kağıt ve kağıt 

hamuru 

Amilaz, ksilenaz, 

selülaz, hemiselülaz, 

ligninaz, ve esteraz 

Daha az viskoziteli niĢastayı yıkmada, 

boyutunu ayarlamada, kağıt kaplama ve 

mürekkebini gidermede kullanılırlar. 

Ksilenazlar dekolorize etmek için gerekli 

ağartıc sellulaz ve hemisellulazlar fiberleri 

düzleĢtirmede, su drenajını sağlamada, 

mürekkep çıkarmada kullanılırlar. Lipazlar 

zifti azaltmada kullanılırlar. Lignin-yıkan 

enzimler kağıdı yumuĢatmak için lignini 

çıkarmada kullanılırlar. 

Lastik  Katalaz Lateksi köpüklü lastiğe çevirmede ve 

peroksiten oksijen üretiminde kullanılırlar. 

Yağ ve petrol Sellulazlar, ligninazlar 

ve mannazlar 

Yağ sondajında jel kırıcı oluĢturmada 

kullanılırlar. 

Biyopolimer /plastik Lakkazlar, 

peroksidazlar, lipazlar 

ve transglütaminazlann 

Polimerizasyon iĢlemi açısından in-situ 

materyaler üretmek için biyopolimerlerin 

arasında çapraz bağlar oluĢturmada 

kullanılırlar. 

Farmasötik Nitril hidrataz, D-amino 

asit oksidaz,  glutarik 

asit asilaz, penisilin 

asilaz, penisilin G 

asilaz, amonyak liyaz ve 

humulin 

Biyosentetik insan insulini,aspartamat için 

ara maddeler, semisentetik antibiyotikler, 

suda çözünen ara maddeler üretmede 

kullanılırlar. 

Moleküler biyoloji Restriksiyon enzimleri, 

DNA ligaz ve polimeraz 

Genetik mühendisliğinde DNA‘yı manipule 

etmede kullanılırlar. Adli bilimler, 

polimeraz zincir reaksiyonları ve DNA‘nın 

hidrolizi için gereklidir. 

Günümüzde tüketiciler, sadece ABD ve Avrupa‘da değil aynı zamanda tüketimin kalori 

kaynaklı yaĢam kalitesinden uzaklaĢtığı geliĢmekte olan ülkelerde de doğal lezzet ve tat 

bakımından gıdalarda daha yüksek kaliteli ürünler talep etmektedir. Bu eğilim, gıda 
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iĢleme alanındaki enzim uygulamalarının geliĢtirilmesine olan ihtiyacı tetiklemiĢtir. 

(Gurung et al. 2013). Enzimler gıda endüstrisinde oldukça önemli rol oynamaktadırlar. 

Gıda enzimleri esas olarak fırıncılık endüstrisinde, meyve suyu üretiminde, peynir 

üretiminde kullanılmaktadır ve aynı zamanda enzimler; Ģarap yapımında ve lezzetini, 

dokusunu, sindirilebilirliğini ve besin değeri artırmak için bira yapımında kullanılır. 

Yine yoğurt ve fermente ürünler de enzimatik reaksiyonlar sonucunda üretilmektedirler 

(Çerçi vd 2011). 

Deterjan endüstrisinde ekstrem koĢullara dayanıklı ve ekstrem koĢullarda bile 

aktivitesini koruyabilen enzimlere gerek duyulmaktadır. Alkali pH, yüksek sıcaklık, 

sürfaktan maddelerin varlığı enzim aktivitesini inhibe eder. Denatürantlara dayanabilen 

termofilik enzimler bu amaçla deterjan endüstrisinde kullanılırlar (CoĢkun 2010). 

Hayvan beslenmesinde enzimlerin kullanılması günümüzdeki çiftlik sistemlerinde 

önemli bir role sahiptirler. Enzimler hayvanların sindirim sisteminde niĢasta, protein ve 

yağları parçalayarak sindirimi kolaylaĢtırırlar. Yem katkı maddesi olarak kullanılan 

enzimler mikrobiyal kökenlidirler. Bunlardan proteaz, lipaz, amilaz, glukanaz, selülaz, 

pektinaz gibi çeĢitli enzimler tek baĢına veya kombine olarak karma yemlere katılmak 

suretiyle yem sanayinde kullanılmaktadır. Enzimler, yemlerin sindirilme derecelerinin 

ve yemlerin metabolik enerji değerlerinin arttırılmasında ve bununla beraber enzimler 

sayesinde hayvanların yemden yararlanma oranlarında artıĢ sağlanmaktadır (Güler ve 

BaĢaran 2003). 

Enzimlerin mikrobiyal yolla üretimi yakın geçmiĢte önem kazanmıĢtır. Buchner 

1897‘de ilk kez yaĢayan hücreden aktif enzimlerin izole edilebileceğini göstermiĢtir. 

Endüstriyel yolla enzim üretiminde mikrobiyal kaynakların kullanılması, yetersiz olan 

üretimde artıĢ sağlanması bakımından çok avantajlı olmuĢtur (Topal 1988).  

Mikrobiyal kaynaklı enzimlerin endüstriyel önemlerinden dolayı uygun enzimleri 

üreten yeni bakteriyel suĢların izolasyonuna olan ilgi artarak devam etmektedir. 

Mikrobiyal kaynaklar; düĢük maliyet, üretimde tutarlılık, kısa sürede ürün elde 
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edinmesi, iĢlem modifikasyon ve optimizasyonunun kolaylığı gibi avantajlardan dolayı 

endüstriyel üretimler için kullanılmaktadır (Haliskaranfil 2012). 

Mikrobiyal enzimler; gıda sektöründe (süt ürünlerinin üretimi, biracılık, etlerin 

iĢlenmesi, meyve sularının berraklaĢtırılmas, fruktoz Ģurubu üretimi), deterjan 

endüstrisinde 8protein ve yağ artıklarını parçalamak için), tekstilde (deri ve dokuma 

ipliklerinin iĢlenmesini kolaylaĢtrmada) ve teĢhis ve tedavi amacıyla tıpta 

kullanılmaktadırlar (Çizelge 1.2). 

Çizelge 1.2. Mikrobiyal enzimlerin uygulama alanları (Singh et al. 2016) 

Kullanılan Endüstri    Enzim                                 Fonksiyon 

Süt Ürünleri Asit proteinaz Süt Koagülasyonunda 

 Nötr Proteinaz  Daha hızlı peynir olgunlaĢtırmada, acılık 

gidermede, 

 Lipaz Daha hızlı peynir olgunlaĢtırmada, 

ÖzelleĢtirilmiĢ peynir tadımında, 

          

Laktaz(  galaktosidaz) 

Laktozu azaltılmıĢ süt ve peynir altı suyu 

ürünleri üretilmesinde, 

 Aminopeptidaz Daha hızlı peynir olgunlaĢtırmada, 

 Katalaz Peynir iĢlemede, 

 Transglutaminaz Protein çapraz bağlamada kullanılırlar. 

Fırıncılık Amilaz Un ayarında, ekmek yumuĢatılmasında 

 Maltojenik Ekmeklerin raf ömrünü arttırmada 

  -Amilaz  Ksilanaz Hamuru forma sokmada 

 Lipaz Hamur kararlılığında ve forma sokmada 

 Glukoz oksidaz Hamuru güçlendirmede kullanılırlar. 

Ġçecekler   Pektinaz                        Depektinatasyonda, 

 Glukoz oksidaz Biradan oksijen alınmasında, 

 Selülaz Meyve sıvılaĢtırılmasında, 

  -Amilaz NiĢasta hidrolizinde, 

  -Amilaz                       NiĢasta hidrolizinde, 

  -Glukanaz Bulanıklık gidermede, 

 Proteinaz Bulanıklık gidermede, 

 Pülulanaz NiĢasta ġekerlendirmesinde, 

 Naringinaz Acılık gidermede, 
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Çizelge 1.2. (Devamı) 

 Aminopeptidazlar Acılık gidermede kullanılırlar. 

Yem Endüstri Fitas Fitik asit hidrolizinde, 

Ksilanaz NiĢastanın sindirilebilirliğini arttırmada 

kullanılır. 

Kağıt ve 

kağıt 

hamuru 

 -Glukanaz                  Sindirim yardımında, 

Lipaz Zift kontrolünde, 

Proteinaz Biyofilm çıkarımında, 

Amilaz Mürekkep gidermede, drenajda, 

Ksilanaz Ağartma takviyesinde, 

Lakkaz Klorsuz ağartmada, delignifikasyonda, 

Selülaz Mürekkep gidermede, drenajda kullanılırlar. 

Polimer Lipaz Polikondansasyonda, 

 Lakkoz Bisfenol A polimerizasyonunda, 

 Glukoz oksidaz             Anilinlerin polimerizasyonunda, 

 Transglutaminaz Proteinin çapraz bağlanmasında, 

 Tirozinaz Lignin ve kitosan Polimerizasyonunda 

kullanılırlar. 

Deterjan Amilaz Karbonhidrat lekesi çıkarmada, 

 Lipaz Yağ lekesi çıkarmada, 

 Proteinaz Protein lekesi çıkarmada, 

 Selülaz Renk açılmasında, 

 Kütinaz Trigliserid gideriminde, 

 Mannaz Mannan lekesi çıkarmada kullanılırlar. 

Deri  

Endüstrisi 

Alkalin proteaz Kıl gideriminde, 

Nötr proteaz Kıl gideriminde, ıslatmada, 

Lipaz Yağ almada, 

Amilaz Elyaf ayrımında kullanılırlar. 

Kozmetik Süperoksit dismitaz Serbest redikal süpürmede, cilt bakımında, 

 Proteaz Ölü cildi temizlemede, 

 Endoglikozidaz DiĢ ve diĢeti dokusu bakımında, 

 Lakkaz Saç boyasında, 

 Lipaz Cilt bakımında kullanılırlar. 

Organik 

Sentez 

Lipaz Ġlaçların sentezin, polimerler biyodizeller, 

biyolojik yüzeyi aktif malzemelerde, 

 

Glikoz tranforaz 

oligosakkarid sentezinde, 

 

 



9 
 

 

Çizelge 1.2. (Devamı) 

 Nitril hidrotaz Akrilamid sentezi, bütiramit, nikotinamid 

 Glükoz isomeraz  Yüksek fruktozlu mısır Ģurubu üretiminde, 

 Asiltransferaz Hidroksamik asitler sentezinde 

 Lakkaz Kozmetik pigmentler ve böcek öldürücülerde 

kullanılırlar. 

Atık 

Yönetimi 

Amidaz Atıkları içeren nitrillerin bozulmasında, 

Amilaz Sebze atıklarının biyoremediasyonunda, 

 Aminoglikosidaz Biyorenediasyon için niĢasta hidrolizinde, 

 Lipaz   Ham petrol hidrokarbonların bozulmasında  

 Nitril hidretaz Atıkları içeren nitrillerin bozulmasında, 

 Proteaz Keratinik atıkların biyoremediasyonunda, 

 Lakkaz Olefin birimi atıkların bozulmasında, 

poliüreten ve fenolik birleĢiklerde, 

 Kütinaz Plastiklerin bozulmasında, 

 Manganez peroksidaz Fenolik birleĢiklerin bozulmasında, 

 Lignin peroksidaz Fenolik birleĢiklerin bozulmasında, 

 Oksijenaz Halojenle kirleticilerin bozulmasında 

kullanılırlar. 

1.3. Endüstriyel Uygulamalarda Önemli Enzimler 

Selülolitik enzimler; çok yönlü uygulamalarından dolayı en önemli endüstriyel 

enzimdir. Özellikle biyoetanol üretiminde ve önemli organik bileĢiklerin üretiminde 

araĢtırmacıların yoğun ilgi göstermektedir. Selülolitik enzimler kompleks enzimlerdir. 

En önemlei tipleri; endoglukonaz, karboksimetilselülaz, ekzoglukanaz ve selobiazdır 

(Dhillon et al. 2016). 

Lipazlar; lipitlerin ester bağlarının hidrolizini katalizleyen esterazların bir alt sınıfını 

oluĢturan enzim olarak bilinmektedir. Lipazların yaygın olarak kullanıldığı sektörler, 

gıda, deterjan, ilaç, deri, tekstil, kozmetik ve kağıt sektörüdür. 
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Amilazlar;   amilaz enzimi niĢasta molekülündeki  -1,4 bağlarını parçalayıp glukoz, 

maltotrioz, maltoz ve  -limit dekstrinlerin oluĢumunu sağlamaktadır. Amilazlar 

biyoteknolojik açıdan en önemli enzim grubudur. 

Fibrinolitik enzimler; klinik uygulamalar için önemli olan bu enzim kemoterapötik 

ajan olarak kanın pıhtılaĢmasında rol alır. Bununla birlikte proteazın bir alt sınıfı olan 

fibrinolitik enzimler fibrin indirgeme yeteneğine sahiptir. 

Dekarboksilaz (biyojen aminler); hayvan, bitki ve mikroorganizmaların metabolik 

aktiviteleri sonucunda sonucunda, amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve 

ketonların aminassyonu ve transaminasyonu ile oluĢan düĢük molekül ağırlıklı azotlu 

bileĢiklerdir (Yüce vd 2017). 

Ksilan ve ksilanazlar; kağıt ve kağıt hamuru baĢta olmak üzere gıda ve hayvan yemi 

endüstrisi alanlarında esas endüstriyel enzim olmaları hasebiyle çok büyük öneme 

sahiptir. 

Pektolitik enzimler; evlerde kullanılan ilk enzimler olarak bilinen pektinazlar, meyve 

ve tekstil sektöründe ve çeĢitli biyoteknolojik uygulamalar için son derece önemli bir 

endüstriyel enzimdir. 

Proteazlar; proteinleri hidrolize eden bu enzimler hem fizyolojik hem de ticari alandaki 

uygulamaları açısından çok önemli bir yere sahiptir. Günümüzde proteazlar, dünyada 

endüstriyel olarak satılan üç büyük enzim grubundan biridir (Yüce vd 2017). 

1.3.1. Proteolitik enzimler 

Proteolitik enzimler, proteinlerin yapısındaki peptit bağlarını amino asitler ve küçük 

peptitlere parçalamak üzere hidrolizleyen enzimlerdir (Fu-Li Li 2015). Proteolitik 

enzimler EC numaralarına göre; sınıf 3 (hidrolazlar) ve alt sınıf 3.4 (peptidazlar ya da 
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peptid hidrolazlar) grubuna ait enzimlerdir ve EC 3.4 baĢlığıyla ifade edilirler (Gençkal 

2004). Proteoliz olarak adlandırılan; peptid bağlarının proteazlar tarafında hidrolizi Ģekil 

1.1‘de gösterilmiĢtir. 

  

ġekil 1.1. Proteolitik enzimlerin peptit bağlarını parçalama modeli (Fu-Li Li 2015) 

Proteazlar, tüm organizma türlerinde mevcut olan toplam protein sayısının %2‘sini 

oluĢtururlar. Peptidazları kodlayan toplam yaklaĢık 500 insan geni vardır. MEROPS 

(htpp://merops.sanger.av.uk) veritabanı peptidazlar ve onları kodlayan genler hakkında 

oldukça zengin bir bilgi kaynağıdır. Bu veritabanı bilgiyi depolama ve bilgiye eriĢimi 

hiyerarĢik sınıflandırma sistemini kullanarak kolaylaĢtırmaktadır (Yıldırım 2014). 

Proteazlar, proteinleri parçalayarak hücre çoğalması, hücre döngüsü, DNA 

replikasyonu, doku yenilenmesi, hücre ölümü, hemostasis (koagülasyon), immün yanıt 

ve yara iyileĢmesi gibi bir çok fizyolojik sürecin kontrolünde önemli rol 

oynamaktadırlar. 
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Proteolitik enzimler, hücresel metabolik süreçlerde önemli rol oynamalarının yanısıra 

endüstriyel çevrelerin de oldukça dikkatini çekmektedir. Endüstrinin çeĢitli alanlarında 

kullanılan enzimlerin dünya genelindeki toplam satıĢının 1 milyar doların üzerinde 

olduğu tahmin edilmektedir. Endüstriyel enzimlerin en önemli ve en büyük sınıfını 

proteolitik enzimler olĢturmaktadır ve endüstride en çok kullanılan üç enzimin 

içerisinde yaklaĢık %60lık pazar payıyla baĢı çekmektedir (IĢık 2014). 

Aktif merkezinin yapısına göre proteazlar serin proteazlar,sistein(tiyol) proteazlar, asit 

(aspartik) proteazlar ve metal (metallo) proteazlar olmak üzere 4 gruba ayrılmaktadır 

(Atav ve Karaboğa 2017). 

1.3.1.a. Serin proteazlar 

Serin proteazlar (EC 3.4.21.), günümüzde endüstriyel amaçlarda kullanılan termostabil 

proteazlar arasında büyük öneme sahiptir (Fu-Li Li 2015). Serin proteazlar alkali pH 

değerlerinde aktitirler ve geniĢ bir substrat çeĢitliliğine sahiptirler. Bu özellikleri 

sayesinde farklı ve geniĢ endüstriyel uygulama alanlarına sahiptirler (Alpan 2008). 

Serin proteazlar gerçekleĢtirdiği peptit bağlarının hidrolizi; taĢıyıcı proteinlerden önder 

dizilerin taĢınmasının, polipeptit hormon sürecinin, yeni taĢınmıĢ proteinlerden N-

terminal metiyoninin taĢınmasının, viral enfeksiyonda poliprotein sürecinin, yabancı 

proteinlerin sindirilmesinin, apoptozisde hücresel protein sindiriminin ve diğer pek çok 

sürecin temelinin oluĢturur. (Öztekin 2011). 

Serin proteazlar yapılarında serine grubunun varlığı ile karakterize edilebilmektedir. Bu 

enzimler PMSF, DFP, TLCK, 3,4 DCI inhibitörleri ile geri dönüĢümsüz olarak inhibe 

olmalarıyla tanınırlar ve moleküler ağırlıkları 18-35 kDa arasındadır. Serin alkali 

proteazlar birçok bakteri, maya, küf ve mantardan üretilirler (Turus 2011). Alkalifilik 

özelliklerinden dolayı endüstride (daha çok çamaĢır deterjanı endüstrisinde) geniĢ 

kullanım alanlarına sahip serin proteazların çoğu Bacillus suĢlarından izole 

edilmektedir. 1947‘de Carlsberg Laboratory‘de bulunan ve ticari adı ―Subtilisin 
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Carlsberg‖ olan ticari alkali proteazın endüstriyel üretimi 1960‘larda baĢlamıĢtır. Ġkinci 

ticari öneme sahip serin proteaz Bacillus licheniformis‘den ―Subtilisin Novo‖ dur 

(Ercan 2007). 

1.3.1.b. Sistein proteazlar 

Sistein proteazlar (EC.3.4.22) prokaryot ve ökaryotlar tarafından üretilen proteazlardır 

Bu tip proteazların yaklaĢık 20 alt sınıfı tanımlanmıĢtır ve bunların bircogu (papain, 

bromelain, fisin ve hayvansal katepsinler gibi) endustriyel açıdan çok önemlidir. Tripsin 

benzeri tiyol proteazlar, papain benzeri tiyol proteazlar, glutamik aside özel ve diğer 

tiplerdeki tiyol proteazlar olmak üzere dört grupta incelenmektedir. Bunlardan en iyi 

bilinen grup papain benzeri endoproteazlardır. Sistein proteazlar, aktif merkezlerinde 

bulunan -SH (tiyol) grubu, okside edici ajanlarla ve ağır metal iyonları kolayca inhibe 

edilebilmesinden dolayı önemli enzimlerdir (Özden 2014). 

Son zamanlarda sistein proteazlar, ilaç endüstrisinin ilgisini çekmektedir. Lizozomal 

proteinazlar olan katepsinler, endopeptidazların ve/veya ekzopeptidazların bir ailesi 

olarak belirtilmektedir. Bazı katepsinler asidik pH ortamında aktifken, bazıları da nötral 

pH ortamında aktif kalabilmektedirler. Katepsinler; osteoporoz, romatoid artrit, damar 

sertligi, kanser, inflamatuar ve otoimmun hastalıklar gibi pek çok hastalık için ilaç 

olarak  umut vericidir (Sarı 2011). 

Papain (EC. 3.4.22.2) en iyi bilinen sistein proteazlardandır (ġekil 1.2). Carica 

papaya'nin meyvelerinden 1879 yılında izole edilmiĢtir ve aynı zamanda kristalografik 

yapısı belirlenen ilk proteazdır. Papaya meyvesinin kurutulmuĢ ham lateksi en az dört 

sistein proteazın (papain, kimopapain, karikain ve gisil endopeptidaz) ve diğer 

enzimlerin bir karıĢımını içermektedir. Papain 212 amino asidin öç disülfüd köprüsüyle 

birleĢmesiyle oluĢur ve molekül kütlesi 23,4 kDa‘dur (Sarı 2011). 
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ġekil 1.2. Sistein proteazlardan papainin üç boyutlu gösterimi (Grzonka et al. 2007). 

1.3.1.c. Aspartik proteazlar 

Aspartik proteazlar (EC 3.4.23) asidik proteazlar olarak tanımlanırlar ve katalitik 

aktivitelerini aspartik asit kökleri üzerine etki ederek gösteren endopeptidazlardır. 

Aspartik proteazları birçoğu pH 3,0-4,0 gibi düĢük pH değerlerinde aktivite gösterirler 

ve molekül ağırlıkları 30-45 kDa arasında değiĢmektedir. Aspartik proteazlar 

Diazoasetilnorlösın-DL-norleucine metil ester (DAN) ve 1,2-epoksi-3-(p-pnitrofenoksi) 

propan (EPNP) gibi bakır iyonlarını içeren diazoketon bileĢiklerine karĢı hassastırlar 

(Tekin 2008). 

Aspartik proteazlar; bitki, retrovirüslerde ve bitki virüsleri bulunurlar. Asidik 

proteazların doğada bulunabilirliği serin proteazlara oranla daha azdır. Asidik proteazlar 

3 gruba ayrılırlar. Bunlar pepsin (A1) , retropepsin (A2), pararetrovirüslerden (A3) elde 

edilen enzimlerdir. A1 ve A2 nin birbirleriyle yakın ilgisi vardır fakat A3 bunlardan 

farklıdır. Aspartik asitler maksimum aktiviteyi pH 3,0-4,0 izoelektrik noktayı ise 3,0 ile 

4,5 civarında gösterir (Sevinç 2010). 
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1.3.1.d. Metalloproteaz 

Metalloproteazlar, tanımlanmıĢ 30 sınıfıyla katalitik proteazların en çok çeĢitlilik 

gösteren grubudur. +2 değerlikli metal iyonları varlığında aktivite göstermeleriyle 

karakterize edilirler. Metalloproteazlar EDTA gibi jelat yapıcı ajanlar tarafından inhibe 

olurlar (Ahmetoğlu 2011). Metalloproteazların bilinen en iyi tipleri serralizin gibi 

matriks metalloproteazları ve hücre zarının yapısında bulunan yüzey membran 

proteinleri olan ADAM (A disintegrin And Metalloproteinase) proteinleridir (Edwards 

et al. 2008). 

1.3.2. Proteaz kaynakları 

Proteazlar doğada oldukça yaygın bulunan önemli enzim gruplarından birini 

oluĢturmaktadır. Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi canlı gruplarında geniĢ 

çeĢitlilik göstermektedirler. 

 Proteaz kaynağı olan bitkilerden proteaz izolasyonu yüksek verimli olmakla birlikte 

zaman gerektiren bir iĢlemdir. Kültür koĢullarının devamlılığı ve geliĢme için gerekli 

olan iklim koĢulları gibi faktörler bitkisel proteazların kullanımını kısıtlamaktadır. 

Papain, bromelin, fisin ve keratinazlar gibi enzim grupları iyi bilinen bitki orijinli 

proteazlardır. 

Hayvansal orijinli proteazları pankreatik tripsin, kimotripsin, renin ve pepsin 

oluĢturmaktadır. Hayvansal kaynaklı proteazlar büyük hacimlerde fazla miktarda 

saflaĢtırılabilmektedir. Ancak bunların üretimi fazla miktarda çiftlik hayvanının 

kesimini gerektirdiği için tarımsal politikalar gerektirmektedir.  

Bitkisel ve hayvansal proteazların elde edilmesindeki kısıtlamalardan dolayı mikrobiyal 

proteazlara karĢı ilgi tüm dünyada artmaktadır (Sonuç 2011). 
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Mikroorganizmalar, fermantasyon yöntemi ile kısa sürede fazla miktarlarda üretilmeleri 

nedeni ile cazip proteaz kaynaklarıdır. Mikrobiyal kaynaklı proteazların istenilen 

endüstri koĢullarına göre enzim üretebilmeleri  endüstrisini mikroorganizmalara 

yöneltmektedir. Örneğin termofilik bakteriler kullanılarak termosabil proteazlar 

sentezlenebilmektedir. Bunun yanında alkalifilik bakteriler kullanılarak alkalin 

proteazlar sentezlenebilmektedir. 

Proteazlar, mikroorganizmalar tarafından hücre içi (endoselüler) ve hücre dıĢı 

(ekstraselüler) olarak sentezlenirler. Hücre içi proteazlar sporulasyon, farklılaĢma, 

enzimlerin ve hormonların olgunlaĢması, protein katlanması gibi hücresel ve metabolik 

olaylarda görev yapmaktadır. Hücre dıĢı proteazların hücre dıĢı koĢullarda hidrolitik 

ürünlerin hücre içine alınmasına imkan sağlamak gibi rolleri vardır. Hücre dıĢı üretilen 

ve fermantasyon besiyerine direkt olarak salgılanan mikrobiyal proteazlar 

üretilmelerindeki kolaylık nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara karĢı tercih 

edilmektedirler . 

Mikrobiyal proteazlar dünya piyasasındaki enzim satıĢlarında yaklaĢık olarak %40‘ını 

kapsamaktadır. Mikroorganizma kaynaklı proteazlar biyoteknolojik metodlarla elde 

edilmesini sağlayan özellikleri nedeni ile bitkisel ve hayvansal proteazlara karĢı tercih 

edilmektedir (Deshpande et al. 1998). 

1.3.3. Bakteriyel alkalin proteazlar ve özellikleri 

Hidrolitik enzimler günümüz endüstrisinin önemi olan enzimlerin %80‘nini 

oluĢturmaktadır (Divakar et al. 2010). Mikrobiyal kaynaklı enzimlerin istenmeyen yan 

ürün oluĢturmamaları, katalitik aktivitelerinin yüksek olması, büyüme koĢullarının 

kolay optimize olması, maliyetinin düĢük olması gibi avantajlarından dolayı dünya 

enzim pazarının üçte ikisi mikroorganizmalar tarafından izole edilen enzimlerden 

oluĢmaktadır. Mikroorganizma, biyokimyasal çeĢitliliklerinden dolayı proteaz 

üretiminde kullanılan oldukça iyi kaynaktır (Yıldırım 2014). 
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Bakterilerde alkalin proteaz üreticisi olarak Bacillus cinsi mikroorganizmalar önemli 

yer iĢgal ederler. Bu cinsin suĢlarının çoğunun patojen olmaması, izolasyonunun ve 

tanısının kolay gerçekleĢmesi, sentezledikleri proteini dıĢ ortama verebilmeleri 

(ektraselüler), fermentasyon yöntemi ile kısa sürede, fazla miktarda ürün 

üretebilmelerinden dolayı endüstriyel alanda sürekli ilgi odağı haline gelen 

mikroorganizmalardır  (Boyce and Walsh 2007). 

1.4.  Bacillus cinsi Bakterilerin Genel Özellikleri  

Carl Woese tarafından 16 ve 18S rRNA dizilerinin karĢılaĢtırılmasıyla oluĢturulmuĢ 

sınıflandırmaya göre Bacillus cinsi mikroorganizmalar Bakteri (Eubakteri) domanini 

içerisine dahil edilmiĢtir (Woese and Wolfe 1985; Woese 1999). Bacillus grubu 

mikroorganizmalar; hareketli, zorunlu veya fakültatif aerob, Gram pozitif ve çubuk 

Ģekillidir. Gıda, ilaç, deterjan gibi birçok endüstriyel alanda kullanılan enzimler, 

Bacillus bakterileri tarafından üretilmektedir. Bacillus‘lar amilaz, lipaz, kitinaz, 

pektinaz, ksilanaz, proteaz ve selülaz gibi farklı ekstrasellüler enzimleri üretebilme 

yeteneğine sahiptirler (Katı 2016). 

Bacillus cinsinin üyeleri vejetatif formları düz, kenarları birbirine paralel, ucu yuvarlak 

veya künt biten 0,5-1,2    boyutlarındadırlar. Tek tek veya uzun zincirler Ģeklinde 

görülebilirler ve endosporları silindirik, oval, yuvarlak veya böbrek Ģeklinde olup 

türlere göre santral, terminal veya subterminal konumda bulunurlar. Çoğu Bacillus 

türülerinde katalaz pozitiftir. Basillerin çoğu basitrasin, tirosidin, polimiksin, sirkulin ve 

gramisidin gibi antibiyotikler üretir. Çoğunluğu mezofil Ģartlarda yaĢayabilirken, 

termofil, psikrofiik, asidofil ve halofil cinsler de bulunmaktadır. Bacillus cinsinin hepsi 

spor oluĢturma yeteneğindedir. 

Bacillus cinsine ait bakteriler kolay ve hızlı üretilebilmeleri,  antibiyotik, enzim gibi 

önemli metabolik ürünler sentezleyebilmeleri ve patojen olmamaları gibi 

özelliklerinden dolayı endüstriyel alanda büyük öneme sahiptirler. Nötrofilik ve 

alkalofilik Bacillus’lar özellikle yüksek oranlarda alkali proteaz üreticisi olmaları 
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nedeniyle büyük öneme sahiptir. Özellikle bu grubu üyelerinden asidofilik ve nötrofilik 

olanlar yüksek oranda alkali proteaz üreticisi olduklarından endüstriyel alanlarda 

önemlidirler. 

1.5. Üçlü Faz Ayırma Sistemi (TPP) 

TPP, ilk olarak Lovrien ve arkadaĢları tarafından (1987) açıklanan bir tekniktir. TPP, 

enzim stabilitesi ve katalitik aktivitesini arttıran geniĢ bir uygulama yelpazesine sahip, 

yeni bir biyoseperasyon yöntemi olarak hızla geliĢmektedir. Bu teknik yoğun olarak 

çeĢitli hedef makromoleküllerin çökeltilmesinde kullanılmıĢtır; ancak son zamanlarda 

çok yönlü ve yaygın bir biyoseperasyon yöntemidir (Gagaoua and Hafid 2016). 

TPP; hedef proteinleri kompleks karıĢımlardan ayırma ve saflaĢtırmada kullanılan; 

basit, hızlı, etkili ve genellikle tek adımda gerçekleĢtirilen bir yöntemdir.Bu teknik 

proteinlerin; salting out izoiyonik çöktürme ko-solvent çöktürme ozmolitik ve 

kozmotropik çöktürme gibi ilkelerin bütününü içerir (Kaya 2014). 

Sıvı-sıvı üçlü faz sistemleri; proteinlerin sulu çözeltisine, tuz (sülfat tuzları, genellikle 

amonyum sülfat (NH4)2SO4 ve bir organik çözgen (C4 alkoller, genellikle t-bütanol) 

eklenmesiyle oluĢur. 

TPP iĢlemi; ham ekstrakta önce tuz ve ardından organik çözgen eklenerek uygun ortam 

koĢulları sağlandıktan yaklaĢık bir saat sonra üç faz oluĢması Ģeklinde özetlenebilir. 

Bunlar; alt faz, ara faz ve üst faz olarak adlandırılır (ġekil 1.4). 
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ġekil 1.3. Üçlü faz ayırma yöntem (TPP) çalıĢma prensibinin Ģematik gösterimi 

Üst faz; organik çözgence zengin fazdır ve pigmentler, lipidler ve diğer hidrofobik 

maddeler gibi polar olmayan bileĢikler bu fazda toplanır. Alt faz; tuzca zengin faz olup 

proteinler, sakkaritler gibi polar bileĢikleri içerir. Ara faz; ise genellikle su ve organik 

çözgen ara yüzeyinde oluĢan fazdır ve çöken proteinleri içerir. 

1.4.1. Üçlü faz ayırma yönteminin avantajları 

 TPP; kısa proses süresine sahip basit bir iĢlemdir. 

 Amonyum sülfat ve t-bütanol ucuz kimyasallardır ve bu TPP protokolünü 

ekonomik yapar. 

 TPP koĢulları ılımlıdır ve proteinleri denatüre etmez. 

 Genellikle oda sıcaklığında gerçekleĢtirilir. 

 Küçük ölçeklere uygulanabildiği gibi büyük hacimlerle de çalıĢılabilmektedir. 

 SaflaĢtırılmıĢ proteini seyrelten kromatografinin aksine TPP; proteinleri saflaĢtırır 

aynı zamanda proteinleri konsantre hale getirir. 

 TPP‘de elde edilen saflaĢtırma katsayısı diğer tuzla çöktürme (salting out) 

prosedürlerinden çok daha yüksektir. 

 TPP direk ham ekstrakta uygulanabilir. 



20 
 

 

1.4.2. Üçlü faz ayırma yönteminin dezavantajları 

Üçlü faz ayırma yönteminin birçok avantajının yanısıra TPP iĢlemine maruz kalan bazı 

hassas proteinler t-bütanol varlığında denatüre olabilmesi, ham ekstrakta eklenen tuzun 

enzimin aktivitesini düĢürmemesi için diyaliz yoluyla tuzun uzaklaĢtırılması gerekmesi 

ve IgG antibodileri veya 5µg dan daha az protein olması durumunda TPP ile saflaĢtırma 

uygun olmaması gibi dezavantajları da bulunmaktadır. 

1.4.3. Üçlü faz ayırma yönteminin modifikasyonları 

Ġki adımlı TPP; Tpp iĢlemi gerçekleĢtirilen ham ekstrakta bazı durumlarda ara faza 

kontamine proteinler toplanır ve hedef protein veya enzim sulu fazda kalır. Böyle 

durumlarda hedef protein veya enzimi daha iyi bir verimle saflaĢtırmak için sulu faza 

tekrar tuz ve t-bütanol eklenerek ikinci TPP iĢlemi uygulanır ve bu adımda hedef 

protein saflaĢtırılmıĢ olur. 

Metal-afinite bazlı TPP; bu yöntemde hedef protein sulu fazda kalacak Ģekilde ham 

ekstrakta TPP iĢlemi uygulanır. Ġlk TPP‘nin sonunda hedef proteini içeren sulu faz 

diyaliz iĢleminden geçirilir ve daha sonra hedef proteine birleĢme eğilimi olan metal 

içeren tuzdan milimolar seviyede eklenerek ikinci TPP uygulanır. Ġkinci TPP boyunca 

hedef protein saflaĢtırılmıĢ olur. Literatürde bu yöntemle STI proteini Cu/Zn tuzu 

kullanılarak %72 verimle 13 kat saflaĢtırıldığı görülmektedir. 

Ultrasonik destekli TPP; bu yöntem ġekil 1.5‘te gösterilen bir ultrason banyosunda 

gerçekleĢtirilir. Banyo içerisinde bulunan 250mL kapasiteli cam kap içerisine ham 

ekstrakt eklenerek klasik TPP iĢlemi uygulanır. Klasik TPP yönteminden farklı olarak 

ultrason banyosu içerisinde bulunan TPP düzeneği belirli güçte belirli frekansta ses 

titreĢimine maruz bırakılarak hedef protein veya enzim çok daha verimli bir Ģekilde ve 

çok daha kısa bir sürede saflaĢtırılabilmektedir. Klasik TPP yöntemi optimizasyonuna 

ek olarak bu yöntemde ekstraktın maruz bırakılacağı elektrik gücü (Watt) ve titreĢim 

frekansı (Hertz) optimize edilmelidir. 
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ġekil 1.4. Ultrasyon destekli TPP posesinde kullanılan ultrasyon banyosu (Avhad et al. 

2014) 

Makro afinite ligand bazlı TPP; suda çözünür polimerlere ayrıca amonyum sülfat ve 

tert-butanol varlığında TPP uygulanır.Bu, üç fazı kolaylaĢtıran makroafinite ligandı 

denilen bir saflaĢtırma protokolünün geliĢtirilmesine yol açmıĢtır.Bu yöntemTPP‘nin bir 

iyileĢtirilmesi olarak düĢünülebilir. MLFTPP‘nin aĢamalarının Ģematik gösterimi ġekil 

1.5‘te gösterildiği gibidir. 

 

ġekil 1.5. MLFTPP prosesinin Ģematik gösterimi 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Puntambekar and Dake (2017) sıcak su kaynaklı bakteri izolatı "A" dan bir termofil 

alkalin proteazın endüstriyel uygulamalarını incelemiĢ ardından optimizasyonunu 

gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ġzole edilen alkalin proteaz enzimi, homojenattan iyon değiĢim 

kromotografisi, DAE-Selüloz ve CB Selüloz kolonu kullanılarak 16 kat  

saflaĢtırılmıĢtır. Optimizasyon çalıĢmaları, % 1'lik glikoz ve% 1'lik kazinenin alkalin 

proteaz üretimini baĢlattığını ortaya koymuĢtur. SaflaĢtırılmıĢ enzimin, etanol, metanol 

aseton gibi organik çözeltiler ve % 0,5 (w/v) sodyum dodesil sülfat (SDS) , % 0,5 (w/v) 

Triton-X-100 gibi yüzey aktif maddelerin varlığında stabil kaldığı tespit edilmiĢtir. 

Katı ve ark. (2016), yaptıkları çalıĢmada Giresun adalarından temin ettikleri toprak 

örneklerinden Bacillus izolasyonu gerçekleĢtirmiĢler ve izolasyon sonrasında yapılan 

morfolojik, biyokimyasal ve moleküler tanımlamanın sonucunda 7 izolatı B. 

thuringiensis, 38 izolatı B. cereus grubu üyesi, 6 izolatı B. pumilus, 10 izolatı B. 

megaterium ve 12 izolatı Bacillus sp. olarak tanımlamıĢlardır. Ayrıca 38 izolatın amilaz, 

53 izolatın lipaz/esteraz, 16 izolatın kitinaz, 7 izolatın ksilanaz, 2 izolatın pektinaz, 73 

izolatın proteaz ve 35 izolatın selülaz enzim aktivitesini pozitif olarak bulmuĢlardır.  

Gagaoua et al. (2015) tarafından yapılan çalıĢmada, Zingiber officinale rizomlarından 

süt pıhtılaĢtırıcı bir enzim olan zingibain'in saflaĢtırılması ve geri kazanılması için 

kromatografik olmayan bir yöntem üç fazlı ayırma sistemi (TPP), kullanmıĢlardır. Bu 

amaçla, (NH4)2SO4 doygunluğu, ham ekstraktın t-bütanol oranı ve zingibain 

saflaĢtırılmasında pH gibi saflaĢtırma verimliliğini etkileyen faktörler araĢtırılmıĢtır. 

Optimum saflaĢtırma parametreleri, pH 7,0‘da ham ekstre t-bütanolün 1.0:1.0 oranında 

% 50 (NH4)2SO4 doygunluğu olarak belirlenmiĢtir. Enzimin % 215'lik bir geri 

kazanımla 14.91 kat  saflaĢtırma katında saflaĢtırıldığı bildirilmiĢtir. Enzimin sadece 

sulu fazda olduğu bulunmuĢtur. Enzimin molekül ağırlığı, SDS-PAGE ile  33.8 kDa 

olarak belirlenmiĢtir. Enzim pH 7,0 ve 60
◦
C sıcaklıkta maksimum proteolitik 

aktivitesini göstermiĢtir. Enzimin birçok metal iyonuna karĢı oldukça kararlı olduğu ve 

enzimin aktivitesinin Ca
2+

, K
+
 ve Na

+
 iyonları tarafından arttırıldığı bildirilmiĢtir. 
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Enzimin Cu
2+

 ve Hg
2+

 gibi ağır metal iyonları tarafından tamamen inhibe edildiği, Cd
+2

 

ile kısmen inhibe edildiğini rapor etmiĢlerdir. 

Ketnawa et al. (2014), yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada çiftlik balığı iç organlarından 

izole ettikleri alkalin proteazı, TPP yöntemiyle geri kazanmıĢlardır. Bunun için tuz, 

organik çözgen, pH ve inkübasyon sıcaklıklarının optimizasyonunu yapmıĢlar ve 

inkübasyon sıcaklığını 25  , pH:8,0, %50 sodyum sitrat, organik çözgen olarak t-

bütanol (1,0:0,5) olarak belirlemiĢlerdir. Bu parametreler doğrultusunda, TPP iĢlemi ile 

yüksek verimde enzim kazanımı % 154 olarak sağlamıĢlardır. Ayrıca proteazın protein 

parçalama yetenekleri üzerine çalıĢmalar da yapmıĢlardır. Ekstrakte edilen alkalin 

proteazlar protein hidrolizinde, nispeten yüksek etkinlik gösterdiği bildirilmiĢtir. 

Papgianni and Sergedilis (2014) yaptıkları çalıĢmada, Penicillium nalgiovense 

PNA9‘dan yeni bir alkalin proteaz enzimi saflaĢtırmıĢlardır. Enzimi, amonyum sülfat 

çöktürmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon ile 12,1 kat saflaĢtırmıĢlardır. SaflaĢtırılan enzimin 

molekül kütlesini, 45,2 kDa olarak tayin etmiĢlerdir. Enzimin 10-45°C sıcaklıkları 

arasında, pH 4,0-10,0 aralığında ve 0-3 M tuz varlığında aktif olduğunu fakat 

maksimum aktiviteyi 35°C‘de, pH 8,0‘de ve 0,25 M tuz varlığında gösterdiğini rapor 

etmiĢlerdir. 5 mM Mn
2+ 

ve Zn
2+

 metalleri ve %0,5 SDS varlığında da enzimin inhibe 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Enzimin PMSF ile inhibe olması, serin proteaz enzimi 

olduğunu  göstermiĢtir. 

Yıldırım  (2014) yaptığı çalıĢmada, termofilik bakteri olarak tanımlanan Aeribacillus 

pallidus C10‘dan, ekstra selüler alkalin proteaz enzimini saflaĢtırmıĢ ve 

karakterizasyonu yapılmıĢtır. Enzim, amonyum sülfat çöktürmesi-diyaliz sonrasında 

DE52 anyon değiĢim kromotografisi ve Probond
TM 

afinite kromotografisi teknikleri ile 

sırasıyla %26,9 verimle 4,85 kat ve %19,56 verimle 17,32 kat saflaĢtırmıĢtır. Enzimin 

molekül kütlesi SDS-PAGE ile, yaklaĢık 38,35 kDa olarak tayin edilmiĢtir. Enzim için 

optimum pH ve sıcaklık sırasıyla 9 ve 60°C olarak belirlenmiĢ ve enzimin 20-80°C 

sıcaklıkları arasında 1 saat sonunda aktivitesinin %80‘den fazlasını özellikle 60, 70 ve 

80°C sıcaklıklarda kararlılığını büyük oranda koruduğu tespit edilmiĢtir. 
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Panda et al. (2013) tarafından yapılan çalıĢmada; termofilik bakteriler Hindistan‘ın 

Tarabalo kaplıcasından izole etmiĢlerdir. Yüksek sıcaklıklara tolerans gösterebilen bu 

bakteriler, morfolojik, biyokimyasal ve 16S rRNA gen dizilimi ile karakterize 

edilmiĢtir. Izolatlarda proteaz ve amilaz aktivitesi açısından tarama yapılmıĢtır. Yüksek 

sıcaklıklara dayanma kabiliyeti olan bakteri, 16S rRNA geninin diziliĢi, morfolojisi ve 

biyokimyası açısından Bacillus sp. olarak tanımlanmıĢtır. Dizinin BLAST analizi 

sonucunda maksimum benzerliği B. amyloliquefaciens (%99 benzerlik) ile vermiĢtir. Bu 

türün önemli oranda proteaz aktivitesi sergilediği gözlemlenmiĢtir. 

Toplak ve ark. (2013) Genom analizi ile, termofilik bakteri Coprothermobacter 

proteolyticus'da subtilazların, termitaz alt grubununda (EC 3.4.21.66) bir serin 

proteazını kodlayan gen tespit etmiĢlerdir. Gen, Escherichia coli'de iĢlevsel olarak 

eksprese edip, proteolizin olarak adlandırdıkları enzimi, tek bir ısıl iĢlem basamağı ile 

ham hücre lizatı arasında homojenizasyona yakın saflaĢtırmıĢlardır. Proteolizin geniĢ bir 

pH toleransına sahip olup, 80 ° C'ye kadar olan sıcaklıklarda aktivite gösterdiğini rapor 

etmiĢlerdir.  Buna ek olarak enzim, organik çözücüler, deterjanlar ve ditiyotreitol (DTT) 

varlığında iyi bir aktivite ve kararlılık göstermekte olup 6M guanidin hidroklorit de bile 

aktif kaldığını bildirmiĢlerdir. 

Anbu (2013), Güney Kore‘de deterjan atıklarından izole ettikleri B. koreensis (BK-

P21A) olarak tanımladıkları toplam 18 adet proteaz üreten suĢun morfolojik, 

biyokimyasal ve moleküler karakterizasyonunu gerçekleĢtirmiĢtir. Organizmanın 

büyüme ve proteaz üretim koĢullarını optimize etmiĢlerdir. Enzimi amonyum sülfat 

çöktürmesi, Superdex 200 10/300 ve Superdex 75 10/300 GL kromotografik teknikleri 

kullanalarak %23 verimle 5 kat saflaĢtırmıĢlardır. Enzimin molekül kütlesini 48 kDa 

olarak tespit etmiĢlerdir. Enzimin optimum pH‘sını 9,0 ve optimum sıcaklığını 60°C 

olarak tayin etmiĢlerdir. Enzimin Ca
2+

 ve Co
2+

 metalleri ile aktive olduğunu 

göstermiĢlerdir. Enzimin %1 H2O2 varlığında, %81 aktivitesini muhafaza ettiğini 

vurgulamıĢlardır. Ayrıca enzimin, hidrofilik organik çözücülerde oldukça aktif ve 

kararlı olduğunu rapor etmiĢlerdir. 
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Gomaa (2013), Ficus nitida atıklarında, alkaline proteaz ve karboksimetil-selülaz 

üretimi için 23 bakteri örneği elde etmiĢ ve bunlardan Bacillus pumillus ATCC7061 

ırkının bu enzimlerin üretiminde potansiyelini araĢtırmıĢtır. Yapılan testler sonucunda, 

bu ırkın optimum enzim üretimini, 30 C°‘de %5 Ficus nitida yaprakları içeren atıklarda 

72 saatlik inkübasyon sonucunda gerçekleĢtirdiği gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, maksimum 

proteaz ve karboksimetil-selülaz üretimi,ayrı ayrı pH 9,0 ve pH 10,0‘da olduğu tespit 

edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlara göre bu enzimler, pH 8,0-10,0 ile 30-50 C° 

aralıklarında ve Triton X-100 gibi iyonik olmayan yüzey aktif maddelerine karĢı, 

stabilitelerini büyük oranda koruduğu gözlemlenmiĢtir. EDTA ve sistein‘in bu 

enzimlerin aktivitesini önemli oranda etkilemediği de ayrıca belirtilmiĢtir.  

Chaudhari and  Patil (2013) hidrokarbon ile kontamine olmuĢ toprak örneklerinden elde 

edilmiĢ ve 16S rRNA gen sekanslamasına bağlı olarak, B. circulans MTCC 7942 olarak 

belirlenmiĢ, bakteri ırkının, alkalin proteaz üretim potansiyelini araĢtırmıĢlardır. Bu 

çalıĢmada elde edilen ırkın, organik çözeltiye karĢı oldukça toleranslı olduğu ve 

maksimum alkalin proteaz (412 U/ml) üretimini, soya küspesi, niĢasta ve çeĢitli 

oranlarda farklı tuz içeren optimize edilmiĢ besiyerinde gerçekleĢtirdiği tespit edilmiĢtir. 

Organik solventlere karĢı, dirençli olması nedeniyle, bu ırkın çeĢitli kimyasal 

sentezlerde ve su içermeyen reaksiyonlarda, proteaz kaynağı olarak kullanılabileceği 

belirtmiĢlerdir. 

Wang et al. (2013) yaptıkları çalıĢma ile, B. amyloliquefaciens SYB-001‘den nötral 

metallo proteaz enzimi saflaĢtırmıĢlardır. Enzimi amonyum sülfat çöktürmesi, iyon 

değiĢim, hidrofobik etkileĢim ve jel filtrasyon kromotografisi tekniklerini kullanarak, 4 

basamakta 5,6 kat saflaĢtırmıĢlardır. Enzimin molekül kütlesini 36,8 kDa olarak tespit 

etmiĢlerdir. Enzimin en yüksek aktivitesi, pH 7,0‘de ve 50°C‘de gösterdiğini 

bulmuĢlardır. Ca
2+

, Mg
2+ 

ve Mn
2+ 

gibi metallerin, enzimi aktive ettiğini göstermiĢlerdir. 

Enzim, EDTA tarafından tamamen inhibe olduğu için, enzimin metallo proteaz 

olduğunu tespit etmiĢlerdir. 
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Nam et al. (2013), Kore gingseng rizosferde izole edilen Serratia marcescens S3-R1 

suĢundan alkalin proteaz enzimini saflaĢtırmıĢlardır. Enzimi, üç aĢamada amonyum 

sülfat çöktürmesi, DEAE anyon değiĢim kromotografisi, Mono Q karomotografisi ile 

5,8 kat saflaĢtırmıĢlar ve tek bant için, dördüncü aĢama olarak, sıvı kromotografisini 

kullanmıĢlardır. Enzimin molekül kütlesini 50,3 kDa olarak tespit etmiĢlerdir. Enzimin 

en yüksek aktivitesi 40°C ve pH 7,0-9,0 arasında gösterdiğini bildirmiĢlerdir. Enzimin 

N-terminal ucundaki aminoasitleri Ala-Val-Thr-Ile-Glu-Asp-Ala-Val-Asp-Asp olarak 

belirlemiĢler ve enzimin bir metallo proteaz olduğuna bildirmiĢlerdir. 

Ketnawa et al. (2013), üç fazlı ayırma tekniği ile,  yayın balığının iç organlarından 

alkalin proteaz enzimini saflaĢtırmıĢlardır.TPP yönteminin optimizasyon çalıĢmaları 

için, saflaĢtırma verimini etkileyen tuz, solvent tipi, pH ve inkübasyon sıcaklığı gibi 

faktörler araĢtırılmıĢtır. Ham enzim ekstraktı: t-butanol oranı 1:0,5 (w/v), % 50 sodyum 

sitrat içeren pH 8,0 ve inkübasyon sıcaklığı 25 C° olan sistemin %220 ile en yüksek 

enzim geri kazanım oranını gösterdiği saptanmıĢtır. Elde edilen alkalin proteazların 

protein hidrolizinde nispeten yüksek aktivite ortaya koyduğu tespit edilmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlar, kullanılan tekniğin yüksek enzim geri kazanımı sağladığı ve diğer 

enzimlerin geri kazanımında da bu tekniğin kullanılabileceğini göstermiĢlerdir. 

Sepahy et al. (2011), tarafından yapılan çalıĢmada 18 adet proteaz üreten, farklı türde 

bakteri izole etmiĢler ve bunlardan 16S rRNA‘nin kısmi sekanslanmasına bağlı olarak 

suĢu Bacillus CR-179 olarak belirlenmiĢ ve örnek ileri karakterizasyon için 

kullanılmıĢtır. Yapılan testler sonucunda bu Bacillus suĢu ile proteaz üretimi 340,904 

U/ml ile 24 saat içerisinde maksimuma ulaĢmıĢtır. NiĢasta ve maltoz varlığında proteaz 

üretimi gözlemlenirken glikoz, fruktoz ve sükrozun üretimi etkilemediği saptanmıĢtır. 

Ham proteazın maksimum aktiviteyi pH 9.0 ve 60 C°‘de göstermesi nedeniyle enzimin 

termoalkaline proteaz olduğu kanısına varılmıĢtır. 

Adıgüzel ve ark. (2009), Van-ErciĢ Hasanabdal kaplıcasından getirdikleri su 

örneklerinden termofilik bakteri izole etmiĢ, fenotipik ve genotipik yöntemlerle 

karakterize etmiĢlerdir. Yaptıkları bu çalıĢma ile, 5 farklı bakteriyel tür, (Geobacillus 
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pallidus, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus brevis ve Bacillus 

borstelensis) elde etmiĢlerdir. 

Haddar ve ark. (2008) yaptıkları çalıĢma ile, deniz suyu örneğinden izole ettikleri B. 

mojavensis A21‗in ağartıcılara karĢı kararlı ve hücre dıĢı alkalin proteaz ürettiğini rapor 

etmiĢlerdir. SaflaĢtırma yöntemi olarak sırasıyla aseton çöktürmesi, Sephadex G-75 jel 

filtrasyon ve CM-Sepharoz iyon değiĢim kromotografisi kullanmıĢlar ve enzimi %16,4 

verimle 6,43 kat saflaĢtırmıĢlardır. Enzimin molekül kütlesini, 20 kDa olarak tayin 

etmiĢlerdir. Enzimin optimum sıcaklığını 60°C olarak belirlemiĢler ve enzimin en aktif 

olduğu pH‘yı 8,5 olarak belirlemiĢlerdir. %0,1 SDS, %1 ve %5 Tween-80, %1 Triton-

X-100 varlığında enzimin kararlılığını koruduğunu bildirmiĢlerdir. Okside edici ve 

ağartıcı ajanlar ile bir saat inkübasyondan sonra (%1 H2O2 ve %0,1 sodyum perborat) 

kalan aktiviteyi sırasıyla %79 ve %70 olarak bulmuĢlardır. Bu yüzden saflaĢtırdıkları 

enzimin katı-sıvı deterjanlar için potansiyel  olarak uygulanabilir  bildirmiĢlerdir. Enzim 

Ca
2+

 ve Mg
2+ 

varlığında, aktivitesinin arttığını kaydetmiĢlerdir. Ticari olarak satılan 

Ariel, Axion, Dixan, Nadhif ve New Det gibi çamaĢır deterjanları ile farklı sıcaklıklarda 

enzimi, bir saat inkübasyona bırakmıĢlar ve 30 ve 40°C de, aktivitelerini muhafaza 

ettiğini, fakat 50°C‗de Axion ve Ariel‘de enzimin baĢlangıçtaki aktivitesinin, %80‘nini 

koruduğunu, Nadhif ve New Det‘de ise aktivitesinin %75‘ini kaybettiğini 

bildirmiĢlerdir.. 

AteĢ ve ark. (2007), Van gölünden elde ettikleri ve 16S rRNA gen sekanlamasına bağlı 

olarak, türünü Bacillus lincheniformis olarak belirlenmiĢ, bakterilerin alkalin proteaz 

üretim aktivitelerini incelemiĢlerdir.Bu türün pH‘sını 5,7 ile 10,0 aralığında büyüdüğü 

gözlemlenmiĢ ve optimum büyüme sıcaklığının,37 C° olduğu saptanmıĢtır. Ayrıca, % 

20‘ye kadar, NaCl içeren ortamlarda büyümesi nedeniyle, bu türün halotolerant olduğu 

kanısına varılmıĢtır. Optimum proteaz üretimi, % 0,5 maya ekstraktı ve maltoz ile çeĢitli 

oranlarda tuz içeren besiyerinde olduğu gözlemlenmiĢtir. Ayrıca, bu türe ait maksimum 

alkalin proteaz aktivitesinin pH‘sı 11,0 ve 60 C°‘de olduğu belirtilmiĢtir. 
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Chu (2007),süt iĢleme tesisi ve mezbaha yakınlarındaki toprak ile ve atık sudan, 

ekstraselüler alkalin proteazları salgılayan 35 suĢ izole etmiĢtir. En yüksek verime sahip 

alkalin proteazlar, APP1 soyunda, Bacillus sp. olarak tanımlanmıĢtır. Kültürel koĢullar 

maksimum enzim üretimi için optimize edilmiĢtir. Ortamın baĢlangıç pH'sı, 9.0 

olduğunda, kültür 50°C'de 48 saat için 2.560 U/mg spesifik aktiviteyle maksimum 

proteolitik aktivite gösterdiği bildirilmiĢtir.Alkalin proteazın, SDS ve oksitleyici 

ajanlara karĢı aĢırı derecede kararlılık gösterdiği belirtilmiĢtir. 

2.1. Tezin Amacı 

Canlı yaĢamı için son derece önemli olan, proteolizden sorumlu proteazlar, endüstriyel 

uygulamalarda en önemli enzim grubudur. Günümüzde endüstriyel açıdan önemli 

birçok kimyasal proses, yüksek sıcaklık ve yüksek pH değerleri gibi ekstrem koĢullarda 

gerçekleĢtiğinden, endüstriyel uygulamalar için, ekstrem koĢullara dayanıklı enzimlere 

gerek duyulmaktadır. Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, ekstrem 

koĢullara daha dayanıklı olduklarından, enzim sentezi için önemlidirler.  

Bu tez kapsamında; Van Çaybağı ve Hasanabdal kaplıcalarından alınan su 

örneklerinden, termofilik bakterilerin izolasyonu, identifikasyonu, B. licheniformis 

EA10‘dan proteaz enziminin kromotografik olmayan hızlı, basit, genellikle tek adımda 

gerçekleĢtirilen bir yöntem olan üçlü faz ayırma (TPP) sistemi ile saflaĢtırılması ve 

biyokimyasal karakterizasyonu yapılarak saflaĢtırılan biyoteknolojik açıdan 

uygulanabilirliğinin araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

Tez çalıĢmasında, Alkalin Proteaz üretimi için mikrobiyal kaynak olarak kullanılan su örnekleri 

Van iline bağlı ErciĢ ve Saray ilçelerinden temin edildi (Çizelge 3.1). 

Çizelge 3.1. Örneklerin alındığı istasyonlar. 

ĠSTASYON 
KAYNAKTAKĠ SUYUN 

SICAKLIĞI 

Saray Çaybağı Köyü 61°C 

Hasanabdal Kaplıcası 66°C 

 

3.1.1. Tez ÇalıĢmasında Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

Tez kapsamında kullanılan kimyasallar ve kitler Çizelge 3.2‘de verilmiĢtir. 

Çizelge 3.2. tez kapsamında kullanılan kimyasallar,  kitler ve Ģirket adı. 

KĠMYASALLAR ve KĠTLER ġĠRKET  

Agaroz Sigma 

Agaroz DNase-RNase-Protease free  Sigma  

Amfisilin Sigma  

Amonyum sülfat Sigma 

DTNB Sigma 

Dimetilsülfoksit (DMSO) Sigma  

Distile Su Thermo 

DNA Marker Thermo 

DNTP Thermo 

Etidyum Bromür  Sigma  

Etil Alkol Sigma  
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Çizelge 3.2. (devamı) 

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA)  Sigma  

Gliserol Sigma  

Hidroklorik Asit (HCl)  Sigma  

Hidrojen peroksit (H2O2)  Sigma  

Isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) Sigma 

Ġzopropanol  Sigma  

Kalsiyum Klorür (CaCI2) Sigma 

Lizozim  Sigma  

Magnezyum Klorür (MgCI2) Ġnvitrogen  

N,N,N‟,N‟-Tetrametilendiamin (TEMED)  Sigma  

Promega WizardR Plus Minipreps DNA Purification Systems (Plazmit 

izolasyon kiti)  

Promega  

Promega WizardR Plus Minipreps DNA Purification Kit (DNA 

Ġzolasyon Kiti) 

Promega  

RNaz A Invıtrogen 

Sodyum Hidroksit (NaOH) Sigma 

t-Bütanol Ensure 

3.1.2. Tez Kapsamında Kullanılan Materyal ve Cihazlar 

Tez çalıĢmasında kullanılan ekipmanlar Çizelge 3.3‘te verilmiĢtir. 

Çizelge 3.3. Tez çalıĢmasında kullanılan laboratuar ekipmanları. 

EKĠPMAN ADI ġĠRKET 

Hassas terazi Ohaus Pioneer 

Çalkalayıcı Ġnkübatör (55 ) ZHWY – 2102C 

Spektrofotometre Beckman coulter 

Santrifüj Hettich 

Buzdolabı (+4      ) Vestel 

Kuru Hava Sterilizatörü Telstar Bio II-A 

Otoklav HMC Hirayama 
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Çizelge 3.3. (Devamı) 

Su Banyosu PolyScience 

Mikroskop Leica 

Jel Görüntüleme Cihazı Quantum Vilber Courmat 

Su Banyosu Memmert 

Çoklu Blok Isıtıcı Lab-Line 

Dijital Isıtıcı VWR 

Etüv Binder 

PCR Cihazı SensoQuest 

Manyetik KarıĢtırıcı Heidolph 

pH  Metre Mettler Toledo 

Vorteks Fisons 

Mini Santrifüj Hangzhou Allheng 

SDS-PAGE Elektroforez Cihazı Bio-rad 

Agaroz Jel Elektroforez cihazı Thermo EC 

Çalkalayıcı Ġnkübatör (37 ) Edmund Bühler Gmbhl 

Mikrodalga Fırın Beko  

Saf Su Cihazı MP Minipure 

Çeker ocak TÜV-SÜD 

Deep- Freeze (-86 ) Glacier 

3.1.3. Tez Kapsamında Yapılan Deneylerde Kullanılan Çözeltilerin HazırlanıĢı 

3.1.3.a. Bakteri Ġzolasyonu Ġçin Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 

%0.9’luk Fizyolojik Su Çözeltisi; 9 gr NaCl 1000 mL didistile su içerisinde çözüldü 

ve 121   15 dakika otoklavlandı. 
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3.1.3.b. Bakteri Ġzolatlarının Moleküler Analizi Ġçin Kullanılan Çözelti Ve 

Tamponlar 

EDTA Tamponu (50mM pH:8.0); 1.46 gr EDTA 90 mL didistile su içerisinde 

çözüldü, 1 N HCl ve 1 N NaOH ile pH‘sı 8,0‘e ayarlandı. Daha sonra tamponun son 

hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

%70’lik EtOH; 70 mL EtOH 30 mL didistile su ile son hacim 100 mL olacak Ģekilde 

tamamlandı. 

CaCl2 Solüsyonu (100mM); 1,11 gr CaCl2, didistile su içinde çözdürüldü, ağzı 

pamukla kapatılarak otoklavlandı ve buzdolabında +4°C‘de kullanılıncaya kadar 

muhafaza edildi. 

Amfisilin Solüsyonu; 20 mg/mL olacak Ģekilde steril didistile su ile hazırlandı ve 0,22 

μm çaplı milipor filtreden geçirilerek steril edildi. Steril edilen çözelti, kullanılıncaya 

kadar  20°C‘de muhafaza edildi. 

X-Gal Solüsyonu; 40 mg/mL olacak Ģekilde hazırlanan çözelti, ıĢık almayacak Ģekilde 

 20°C‘de kullanılıncaya kadar muhafaza edildi. 

IPTG Solüsyonu; 23,8 mg/mL olacak Ģekilde steril didistile su ile hazırlandı ve 0,22 

μm çaplı milipor filtreden geçirildi. Steril edilen çözelti -20°C‘de kullanılıncaya kadar 

muhafaza edildi. 

3.1.3.c. Bakteri Ġzolatlarının Morfolojik, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Özelliklerinin 

Belirlenmesinde Kullanılan Çözelti Ve Tamponlar 

%3’lük KOH çözeltisi; 6 g KOH 200 mL steril dĠdistile su içerisinde çözüldü. 
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%7’lik H2O2 çözeltisi; 7 mL H2O2‗in hacmi, steril didistile su ile 100 mL‘ye 

tamamlandı. 

3.1.3.d. Enzim Tayini Ġçin Kullanılan Çözelti Ve Tamponlar 

Tris – HCl Tamponu (100mM pH:8,5); 1,21 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane  

90 mL didistile su içerisinde çözüldü ve 10M HCl ile pH‘sı 8,5‘a ayarlandı, ardından 

tamponun son hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

Glisin – NaOH Tamponu (100mM pH:9,0); 0,75 gr glisin, 90 mL didistile su 

içerisinde çözüldü ve 10M NaOH ile pH‘sı 9,0‘a ayarlandı daha sonra tamponun son 

hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

Sodyum Fosfat Tamponu (100mM pH:6,0); 1,15 gr sodyum fosfat, 90 mL didistile su 

içerisinde çözüldü ve 10M NaOH ve HCl ile pH‘sı 6,0‘a ayarlandı sonrasında tamponun 

son hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

%0,65 (w/v)’lik kazein Çözeltisi; 0,65 gr kazein tartılarak, 

 90 mL pH‘sı 8,5 olan 100 mM Tris-HCl tampon çözeltisinde, ısıtmalı manyetik 

karıĢtırıcıda düĢük ısıda (30 -50 ), pH dengesi korunarak damla damla HCl ve NaOH 

eklendi. Kazein tam çözündükten sonra, son pH 8,5 olacak Ģekilde ve son hacim 100 

mL olacak Ģekilde tamamlandı. 

Triklorik Asit (TCA) Çözeltisi (110mM); 1,79 gr TCA tartılarak 100 mL didistile 

suda çözüldü. 

Sodyum Karbonat Çözeltisi (0.5M Na2CO3); 5,29 gr Na2CO3 tartılarak 100 mL 

didistile suda çözüldü. 
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Folin-Ciocalteau (F-C Reaktifi 0,5M); 12,5 mL F-C reaktifi son hacim 50 mL olacak 

Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

3.1.3.e. Protein Analizi Ġçin Kullanılan Çözelti Ve Tamponlar 

Bradford Çözeltisi; 0,1 gr Commensie Brillant Blue G-250 tartılarak, balon joje 

içerisinde 50 mL %95‘lik EtOH ile çözüldü. Daha sonra bu çözeltiye, 100 mL %95‘lik 

fosforik asit eklendi ve çözeltinin son hacmi 1000 mL olacak Ģekilde didistile su ile 

tamamlandı. Çözelt, karanlık ortamda hazırlandı ve kullanıncaya kadar oda sıcaklığında 

muhafaza edildi. 

Standart serum albumin çözeltisi (1 mg/mL); 1 mg standart serum albuminin 1 mL 

didistile suda çözülmesiyle hazırlandı. 

3.1.3.f. SDS-PAGE Ġçin Kullanılan Çözelti Ve Tamponlar 

Tris-HCl (1M pH:8,8); 12,1 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane  90 mL didistile su 

içerisinde çözüldü ve 10M HCl ile pH‘sı 8,8‘e ayarlandı daha sonra tamponun son 

hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

Tris-HCl (1M pH:6,8); 12,1 gr Tris(hydroxymethyl)aminomethane 90 mL didistile su 

içerisinde çözüldü ve 10M HCl ile pH‘sı 6,8‘e ayarlandı daha sonra tamponun son 

hacmi 100 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

Akrilamid - Bisakrilamid Çözeltisi(%30-%0,8); 6 gr akrilamid ve 0,16 gr 

bisakrilamid tartılarak 13,84 mL didistile su çözüldü. 

SDS Çözeltisi (%10); 0,5 gr sodyum dodesil sülfat tartılarak, 4,5 mL didistile suda 

çözüldü. 
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PER Çözeltisi (%10); 0,5 gr amonyum persülfat tartılarak, 4,5 mL didistile suda 

çözüldü. 

Yürütme Tamponu; 3 gr Tris, 14,4 gr glisin tartıldı ve üzerine 10 mL %10‘luk SDS 

eklenerek son hacim 1000 mL tamamlandı. 

Numune Tamponu; 650  L Tris-HCl (1M pH:6,8), 100  L %10‘luk SDS, 1000  L 

gliserin ve 1000  L %1‘lik BromFenol mavisi 50 mL‘lik bir erlen içerisine pipetlendi 

ve çözeltinin son hacmi 10 mL‘ye tamamlandı. Hazırlanan tamponun içerisine 500 L 

 -Merkaptoetanol pipetlendi ve kullanıncaya kadar  20
o
C‘de muhafaza edildi. 

3.1.3.g. GümüĢ Boyama Ġçin Kullanılan Çözelti Ve Tamponlar 

Tespit Çözeltisi; 60 mL didistile su, 30 mL %96‘lık EtOH ve 10 mL asetik asit 250 

mL‘lik bir erlen içerisinde karıĢtırılarak hazrlandı. 

Redüksiyon Çözeltisi; 80 mL didistile su 45 mL EtOH ile karıĢtırıldı. Hazırlanan bu 

karıĢıma 4,8 gr sodyum asetat eklendi ve asetik asit ile pH‘sı 6,0 olacak Ģekilde 

ayarlandı. 0,15 gr sodyum tiyosülfat ve 4 mL glutaraldehit eklenip, çözeltinin son hacmi 

150 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 

Boyama Çözeltisi; 50 mL didistile su , 20  L Formaldehit ve 0,1 gr gümüĢ nitrat 100 

mL‘lik bir beher içerisinde karanlık ortamda karıĢtırılarak hazırlandı. 

Yıkama 1 Çözeltisi; 3,75 gr sodyum karbonat, 270 mL didistile su ile karıĢtırıldı ve 

üzerine 120  L formaldehit ilave edilerek hazırlandı. 

Yıkama 2 Çözeltisi; 1 mL gliserol ve 12,5 mL asetik asit karıĢtırıldı ve çözeltinin son 

hacmi 270 mL olacak Ģekilde didistile su ile tamamlandı. 
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3.1.3.h. Metal Ġyon Solüsyonları 

MnCl2 (10 mM); 0,0162 gr MnCl2.2H2O 10 mL,100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

MgCl2 (10 mM); 0,0203 gr MgCl2.6H2O 10 mL,100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

KCl (10 mM); 0,0075 gr KCl 10 mL, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda çözüldü. 

NiCl2 (10 mM); 0,0238 gr NiCl2.6H2O 10 mL, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

ZnCl2 (10 mM); 0,0136 gr ZnCl2 10 mL, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

FeSO4 (10 mM); 0,0278 gr FeSO4.7H2O 10 mL, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

CaCl2 (10 mM); 0,0147 gr CaCl2 10 mL, 100 mM Tris-HCl pH 8,5 tamponunda 

çözüldü. 

3.1.4. Tez Kapsamında Yapılan Deneylerde Kullanılan Besiyerlerinin HazırlanıĢı 

3.1.4.a. Tryptone Soy Broth (TSB) 

17 gr/L Tripton, 3gr/L soya pepton, 5gr/L sodyum klorid, 2,5 gr/L Dipotasyum hidrojen 

fosfat, 2,5 gr/L dekstroz içerikli hazır besiyerinden (LabM) 30 gr tartılıp, 1000 mL 

didistile suda çözüldü ve 121
o
C 15 dakika otoklavlandı. 
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3.1.4.b. Tryptone Soy Agar (TSA) 

15 gr/L tripton, 5gr/L soya pepton, 5gr/L sodyum klorid, 12gr/L agar içerikli hazır 

besiyerinden (LabM) tartılıp 1000 mL didistile suda çözüldü ve 121
o
C 15 dakika 

otoklavlandı. 

3.1.4.c. Proteaz Katı Besiyeri 

1 gr/L K2HPO4, 0,05 gr/L MgSO47H2O, 0,5 gr/L KCl, 37 gr/L TSA tartılarak 500 mL 

didistile suda çözüldü ve 121°C 15 dakika otoklavlandı. 48 gr/L Skim Milk Powder  

tartılarak, 500 mL didistile suda 5 dakika manyetik karıĢtırıcıda çözdürüldükten sonra 

121°C 5 dakika otoklavlandı. Steril SKM kuru hava sterilizatörü içinde steril agar 

içerisine eklendi ve petrilere döküldü. 

3.1.4.d. Proteaz Sıvı Besiyeri 

1 gr/L K2HPO4, 0,05 gr/L MgSO47H2O, 0,5 gr/L KCl, 30 gr/L TSB tartılarak 500 mL 

didistile suda çözüldü ve 121°C 15 dakika otoklavlandı. 48 gr/L Skim Milk Powder 

tartılarak 500 mL didistile suda 5 dk manyetik karıĢtırıcıda çözdürüldükten sonra, 

121°C 5 dk otoklavlandı. Hazırlanan SKM kuru hava sterilizatörü içinde sıvı besi yerine 

eklendi. 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Örneklerin Toplanması 

Yapılan tez çalıĢmasında alkalen proteaz üretimi için Van ilinde yer alan iki ayrı kaplıcadan 

alınan sıcak su örnekleri termos içerisinde muhafaza edilerek, aseptik koĢullar altında laboratuar 

ortamına getirildi ve araĢtırma yapılıncaya kadar, oda ısısında kısa süre muhafaza edildi. 
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3.2.2. Mikroorganizmaların izolasyonu 

Termofilik bakteri izolasyonu için toplanan su örneklerinden 100‘er mL alınarak erlenlere 

konuldu. Üzerlerine belli miktarlarda TSB besiyeri ilave edilerek 55
o
C‘ye ayarlı çalkalamalı 

inkübatörde 24 saat süre ile inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyonun sonunda 55°C‘de 

büyüyen bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu için bölüm 3.1.3.a‘ da anlatıldığı gibi 

hazırlanan %0,9‘luk serum fizyolojik su kullanılarak bu örneklerden bir seri (10
-1

 – 10
-7

) 

dilisyon tüpleri hazırlandı. Dilüe edilen bakteriler katı besiyerine (TSA) yayma ekim 

yöntemiyle inoküle edildi. Ġnoküle edilen petriler 55°C‘ye ayarlı etüvde 24 saat süreyle 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonucunda geliĢen tipik görünümlü kolonilerden hücre ve 

koloni morfolojisi bakımından farklı olduğu düĢünülen izolatlar seçildi. Seçilen izolatlar TSA 

katı besiyerlerine 4 faz çizgi ekim yöntemi kullanılarak inoküle edildi ve 55°C‘de inkübasyona 

bırakıldı (Adıgüzel 2008). Bu iĢlem petrilere tek koloni düĢene kadar tekrarlandı. 

3.2.3. Ġzolatların Konvensiyonel Özelliklerinin Belirlenmesi 

3.2.3.a. Seçilen Ġzolatların Morfolojik Özelliklerinin Belirlenmesi 

Ġzole edilen bakterilerin morfolojik özelliklerinin belirlenmesi amacıyla stoktan alınan 

izolatlar 3-4 faz çizgi ekimi ile TSA besiyerine aktarıldı ve 55°C‘de 1 gece inkübe 

edildi. GeliĢen kolonilerden alınan örnekler mikroskopta incelendi. Bu sayede 

bakterilerin morfolojik özellikleri tespit edildi.  

3.2.3.b. Seçilen Ġzolatların %3’lük KOH Çözeltisi ile Gram Özelliklerinin 

Belirlenmesi 

Bakterilerin izolasyonu sonrasında elde edilen izolatların, konvensiyonel özelliklerinin 

belirlenmesi amacıyla Gram özellikler %3‟lük KOH  çözeltisi ile belirlendi. Bu amaç 

doğrultusunda  bir öze  dolusu bakteri  bir damla KOH solüsyonu ile boĢ bir petride 

muamele edildi. ĠĢlem sonrasında sakız gibi bir uzayanlar Gram (-), uzamayanlar ise 

Gram (+) olarak değerlendirildi. 
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3.2.3.c. Katalaz Testi 

Katalaz enzim varlığının araĢtırılması amacıyla izole edilen bakteriler TSA besiyerine 

inoküle edilerek 24-48 saat inkübasyona bırakıldı. TSA besiyerinde büyütülen 

bakterilerden bir öze dolusu alınarak lam üzerine konuldu. Daha sonra %5‘lik H2O2 bir 

damla Ģeklinde lam üzerine bırakıldı. Öze yardımıyla dairesel hareketlerle H2O2‘nin 

bakteri içerisine nüfuz etmesi sağlandı ve kabarcık oluĢup oluĢmaması durumu 

gözlendi. Kabarcık oluĢumuna neden olan bakteriler katalaz pozitif, kabarcık 

oluĢturmayan bakteriler katalaz negatif olarak değerlendirildi. (Arda 2000; Harley and 

Prescott 2002; Adıgüzel 2006).  

3.2.3.d. Oksidaz Testi 

Yapılan oksidaz testleri, canlının elektron transferi sırasında sitokrom c proteinlerine sahip olup 

olmadığını gösterir. Eğer oksidaz c sistemi bulunuyorsa, enzimin reaksiyon vermesi sonucunda 

ortamda mavi renk oluĢumu gözlenir. Bu test için hazır kitler kullanılır. %1 tetra methyl-p-

phenylendiamine dihydrochloride içeren bu kitler, 1 damla saf su ile aktifleĢtirildi. Üzerine 

steril öze ile 24-48 saat inkübasyonda büyütülen bakteri kültürlerine damlatıldı. Oksidaz pozitif 

bakteriler mavi-mor renk oluĢumu verirken, oksidaz negatiflerde renk oluĢumu gözlenmedi 

(Acar 2009). 

3.2.4. Bakteri Ġzolatlarının Moleküler Analizi 

3.2.4.a. 16S rRNA Gen Bölgesinin Klonlanması 

1. Genomik DNA Ġzolasyonu 

Genomik DNA bir hücredeki ve/veya virüsteki bütün genleri içeren DNA örneğine denir. 

Genomik DNA bütün hücrelerde bulunur ve bu hücreler genomik DNA analizleri için 

kullanılabilir. Genomik DNA izolasyonu için stokta muhafaza edilen bakteri izolatları TSA 

besiyerine steril öze yardımıyla çizgi ekim yöntemine göre ekimi yapılarak inokülasyon 

gerçekleĢtirildi ve 55°C‘de 24 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. 24 saatlik inkübasyon 
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sonunda petrilerde büyütülen bakteriler TSB sıvı besiyeri içerisine inoküle edildi. Daha sonra 

bakteri inoküle edilen cam tüpler 55°C‘lik çalkalayıcı inkübatörde 24 saat süreyle inkübasyona 

bırakıldı. Ġkinci bir inkübasyonun ardından genomik DNA izolasyonuna baĢlandı. Ġzolasyon için 

Promega wizardR genomic DNA purification kit (A2360) protokolü uygulandı: 

 24 saat inkübasyona bırakılan 5 mL TSB besiyerlerinden 2 mL'lik ependorflara aktarıldı ve 

16000 rpm‘de 2 dk çöktürüldü. Hücreler çöktürüldükten sonra süpernatant dikkatlice 

uzaklaĢtırıldı. Daha sonra 50 mM EDTA‘dan çökelti üzerine 480 µL eklendi. 10 mg/mL olan 

120 µL lizozim ilave edilerek 37°C‘de 1 saat inkübe edildi. Gram (-) bakterilerde hücre duvarı 

olmadığından lizozim eklenmeden ikinci aĢamaya geçildi. 

 Ġnkübasyon sonrası karıĢım 13000 rpm‘de 2 dk santfirüj edilip, süpernatant dikkatlice 

uzaklaĢtırıldı. Üzerine 600 µL Nüklei Lizis eklendi ve homojen hale getirmek için hafifçe 

pipetajlandı. 

 Ependorf 5 dk boyunca 80°C‘lik çoklu blok ısıtıcıda inkübe edildikten sonra, oda 

sıcaklığına gelinceye kadar soğumaya bırakıldı ve daha sonra üzerine 3 µL RNase A eklendi. 

Elde edilen karıĢımın tam çözünebilmesi için dikkatli bir Ģekilde alt üst edildi ve 30 dk 37°C‘de 

inkübe edildi. 

 Oda sıcaklığında soğutulan karıĢıma Protein Presipitasyon Solüsyonundan 200 µL 

pipetlendi ve 20 sn vortekslendi. 

 Ependorflar buzda 5 dk bekletildikten sonra, 13000 rpm‘de 30 sn santfirüj edildi. Elde 

edilen süpernatant, içinde 600 µL izopropanol bulunan yeni ependorf içerisine alındı ve pellet 

oluĢumu görünür oluncaya dek ependorf dikkatlice alt üst edildi. 

 Pellet oluĢumu görünür olduktan sonra tüpler tekrar 13000 rpm‘de 2 dk santfirüj edildi ve 

süpernatant uzaklaĢtırıldı. Kurutma kağıdında içindeki sıvı tamamen uzaklaĢıncaya kadar 

bekletildi. 

 Üzerine %70‘lik etanolden 600 µL eklendi ve 13000 rpm‘de 2 dk santfirüj edildi ve 

süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra 20 dk 37°C‘de inkübe edildi. 

 Ependorflara 100‘er µl DNA Rehidrasyon solüsyonu eklenerek, 65°C‘lik çoklu blok ısıtıcı 

içerisinde 1 saat boyunca inkübe edildi. 

 Hazır olan DNA içerikli ependorflar kullanılana kadar +4°C‘de muhafaza edildi. 
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2. rep-PCR Yöntemiyle Bakterilerin Gen Profillerinin Belirlenmesi 

Bakteri DNA‘sı içerisinde sürekli tekrarlayan elementler bulunmaktadır. DNA içindeki 

değiĢken sayıda tekrarlayan ve ökaryotik organizmalarda rep olarak isimlendirilen bu 

elementler bakteri hücrelerinde merkezi korunmuĢ palindromik yapıya sahip sekanslardır (Kıran 

ve Osmanağaoğlu 2011). rep-PCR tiplendirme yönteminde birçok bakteri genomunda pekçok 

kopya halinde bulanan, doğal olarak var olan ve yüksek oranda korunmuĢ, tekrarlayan DNA 

dizilerine komplementer olan primerler kullanılmaktadır. Bu primerlerin ve PCR‘ın kullanımı 

REP, ERIC, BOX ve GTG5 elemanları arasındaki farklı genomik bölgelerin selektif 

amplifikasyonu ile karakterizedir (Baltacı 2016). Tez çalıĢmasında sıcak su örneklerinden izole 

edilen bakteri izolatlarının gen profillerinin belirlenmesi amacıyla (GTG)5-PCR yöntemi 

kullanılmıĢtır. 

 (GTG)5-PCR yöntemiyle bakterilerin gen profillerinin belirlenmesi 

Bakteri izolatlarının genomik parmak izi analizleri için kullanılan yöntemlerden ilki (GTG)5-

PCR yöntemidir. Bu yöntem evrensel primer kullanılarak gerçekleĢtirildi. 

 Çizelge 3.4. (GTG)5- PCR iĢleminde kullanılan reaktiflerin yoğunluk ve miktarları 

Reaktif Konsantrasyon Kullanılan Miktar (μL) 

10X Buffer  10X 5 

dNTP 25 mM 1,25 

BSA - 1,25 

Primer GTG5 - 4 

Taq DNA Polimeraz  5 unit/ L 0,3 

DMSO %99 2,5 

ddH2O - 12,7 

Kalıp DNA 70 ng/ L 3 

(GTG)5- PCR yönteminde de ilk olarak steril bir ependorf içerisine çizelge 3.4'te verilen oranlar 

örnek sayısına göre miktarları hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karıĢım mini santrifüjde 

spinlenerek PCR tüplerine 27'Ģer  L pipetlendi. Üzerlerine her bir örnek için izole edilmiĢ kalıp 
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DNA‘dan 3‘er  L eklenerek spinlendi ve PCR cihazına yerleĢtirildi. PCR cihazında Çizelge 

3.5'te verilen değerlere göre bir program oluĢturuldu ve çalıĢtırıldı. 

Çizelge 3.5. (GTG)5- PCR programı, sıcaklık döngüsü 

 AĢamalar Sıcaklık (°C) Süre (dk) Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon  95 7 1 

Denatürasyon  94 1 35 

Bağlanma  53 1 35 

Uzama  65 8 35 

Son Uzama  65 16 1 

Saklama 4 ∞  

 

 (GTG)5-PCR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi 

(GTG)5-PCR ürünlerinin elektoforezi için agaroz jel hazırlandı. Bunun için ilk olarak 0,8 gr 

agaroz tartılarak 80 mL kosantrasyonu %1 olacak Ģekilde 1X TAE tamponu içerisinde çözüldü. 

Çözünme iĢlemi mikrodalga fırında 2 dk süreyle ısıtılarak gerçekleĢtirildi ve elle tutulur 

sıcaklığa gelince içerisine 4mg/ml etidyum bromür eklendi. (Etidyum bromür mutajen olduğu 

için bu iĢlem çeker ocak içerisinde gerçekleĢtirildi). Agaroz jel tankının içerisi ve tüm kenarları 

1X TAE tamponu ile ıslatıldıktan sonra tank elektroforeze jel kenarlardan dökülmeyecek 

Ģekilde yerleĢtirildi. HazırlanmıĢ olan jel tankın köĢesinden kabarcık oluĢmayacak Ģekilde 

dikkatlice döküldü. Daha sonra taraklar yerleĢtirilerek polimerleĢmeye bırakıldı. Jel 

polimerleĢtikten sonra, taraklar dikkatlice çıkartıldı jelin ilk kuyucuğuna 10 kb‘lık DNA 

markırından diğer kuyucuklara (GTG)5- PCR ürünleri 6X yükleme boyası ile onluk pipet ucu 

yardımıyla karıĢtırılarak belirli bir sırayla yüklendi. Elektroforez jel düzeneği 90 volta 

ayarlanarak örnekler 120 dk yürütüldü. Jel üzerinde bulunan ve etidyum bromür ile boyanan 

DNA bantları jel dökümantasyon sistemi ile görüntülenip bilgisayar ortamında (Quantum Vilber 

Lournat Gel Documentation System) analiz edildi (Adıgüzel 2006). 



43 
 

 

3. 16S rRNA PCR ĠĢlemi 

16S rRNA gen bölgesi bakteri sistematiği açısından çok önemlidir ve evrimsel açıdan da 

korunmuĢ bölge olma özelliği taĢımaktadır (Arslan 2017). 16S rRNA dizisini PCR yöntemiyle 

çoğaltabilmek için öncelikle kullanılacak primerlerin belirlenmesi gerekmektedir (Marul 2007). 

Her bir izolattan saflaĢtırılan genomik DNA‘dan, 16S rRNA gen bölgesi UNI16S-L (5'-

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) ve UNI16S-R (5'-

ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) primerleri kullanılarak PCR yardımı ile 

çoğaltıldı (YanmıĢ ve Adıgüzel 2014). 

Çizelge 3.6. 16S rRNA PCR iĢleminde kullanılan reaktiflerin yoğunluk ve miktarları 

Reaktif Konsantrasyon Kullanılan Miktar (μL) 

PCR Buffer  10X 3 

dNTP 25 mM 0,6 

MgCl2 25 mM 1,8 

27F 5 pmol 3 

1492R 5 pmol 3 

DMSO %99 1,2 

ddH2O - 14,1 

Kalıp DNA 100 ng 3 

16S rRNA PCR hazırlık aĢamaları Ģu Ģekildedir: Ġlk olarak steril bir ependorf içerisine çizelge 

3.6'de verilen oranlar örnek sayısına göre miktarları hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu 

karıĢım mini santrifüjde spinlenerek PCR tüplerine 27'Ģer  L pipetlendi. Üzerlerine her bir 

örnek için izole edilmiĢ kalıp DNA‘dan 3‘er  L eklenerek spinlendi ve PCR cihazına 

yerleĢtirildi. PCR cihazında Çizelge 3.7'de verilen değerlere göre bir program oluĢturuldu ve 

çalıĢtırıldı. 
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Çizelge 3.7. PCR Programı, sıcaklık döngüsü 

 AĢamalar Sıcaklık (
o
C) Süre(dk) Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon  94 2 1 

Denatürasyon  94 1 36 

Bağlanma  49 1 36 

Uzama  72 2 36 

Son Uzama  72 5 1 

Saklama 4 ∞  

 16S rRNA PCR ürünlerinin jel elektroforezi 

16S rRNA PCR tekniği ile çoğaltılan genomik DNA agoroz jel elektroforez tekniği ile 

görüntülendi. Agaroz ile hazırlanan jelin ilk kuyucuğuna 10 kb DNA markırı (Sigma D-7058) 

konuldu. Diğer PCR ürünleri 6X yükleme boyası ile onluk pipet ucu yardımıyla karıĢtırılarak 

belirli bir sırayla yüklendi. Elektroforez jel düzeneği 90 volta ayarlanarak örnekler 120 dk 

yürütüldü. Jel üzerinde bulunan ve etidyum bromür ile boyanan DNA bantları jel 

dökümantasyon sistemi ile görüntülenip bilgisayar ortamında (Quantum Vilber Lournat Gel 

Documentation System) analiz edildi (Adıgüzel 2006). 

3. Kompetant Hücre Hazırlanması 

Serbest DNA‘yı içine alabilen bakterilere kompetant bakteri adı verilir. Escherichia coli 

hücreleri plazmid DNA‘sı ile transformasyonu için sıklıkla kullanılan bir kompotent bakteridir. 

Kompotent hücre hazırlama prosedürü Ģu Ģekildedir: 

 Kompotent hücre hazırlamak amaçlı stokta muhafaza edilen E. coli JM101 suĢu LB katı 

besiyerine 3-4 faz ekim yapılarak canlandırıldı ve 16-24 saat 37°C‗de inkübasyona bırakıldı. 

 Daha sonra bu besi yerinde oluĢan tek bir koloni öze yardımıyla LB Broth sıvı besi yerine 

inoküle edildi ve bir gece 37°C‘de çalkalamalı inkübatörde büyümeye bırakıldı. 

 30 mL'lik LB Broth sıvı besiyerine inoküle edilmesi gereken hücre miktarını mililitre 

cinsinden hesaplamak amacıyla 300 μL kültür 2700 μL su ile seyreltilip spektrofotometede 600 

nm dalga boyunda ölçüm yapıldı. Çıkan değer seyreltme oranı olan 10 ile çarpıldı ve 3/zX10 
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formülü kullanılarak elde edilen sonuca göre ön kültürden 30 mL'lik besiyerine steril pipet 

yardımıyla inoküle edilip 37°C'de 60-90 dk 150 rpm'de inkübasyona bırakıldı. 

 YaklaĢık 40 dk sonrasında kültürden örnek 3 kat seyreltilerek 600 nm'de 0,044-0,055 olana 

dek belirli zaman aralıklarında ölçüm yapıldı. 

 Uygun değere ulaĢan kültürden steril tüpler içerisine 8'er mL eklendi ve kültür içerisindeki 

hücreler 4400 rpm'de 7 dk çöktürülüp süpernatant dikkatlice uzaklaĢtırıldı. 

 Çökelti üzerine 10 mL soğuk CaCl2 (100 mM) pipetlendi ve 30-40 dk buzda bekletildi. 

 Süre sonunda +4
o
C‘de 4400 rpm'de 10 dk süreyle santrifüjle çöktürüldü ve süpernatant 

dikkatlice uzaklaĢtırıldıktan sonra üzerine 2 mL CaCl2 (100 mM) eklenip +4
o
C‘de  bir gece 

bekletildi. 

4. Ligasyon iĢlemi 

Çizelge 3.8. Ligasyon iĢleminde kullanılan reaktiflerin yoğunluk ve miktarları 

Reaktif  Kullanılan Miktar (μl) 

Ligasyon Buffer 2X  5 

PCR ürünü  3 

Vektör  1 

T4 DNA Ligaz  1 

0,2 mL'lik steril bir tüplerde Çizelge 3.8'de verilen oranlar örnek sayısına göre miktarları 

hesaplanarak pipetlendi. Daha sonra bu karıĢım mini santrifüjde spinlenerek PCR cihazında 

16°C'de 13-15 saat bekletildikten sonra, kullanılıncaya kadar +4°C'de muhafaza edildi. 

5. Transformasyon iĢlemi 

Klonlama iĢleminde vektörün bakteri hücrelerine transformasyonu için yapılan iĢlemler 

Ģöyledir: 

 Önceden hazırlanıp bir gece +4 
o
C‘de bekletilen kompotent hücrelerden 200'er  L örnek 

sayısı kadar ependorfların herbirine pipetlendi. 
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 Her bir ependorf tüplerinin üzerlerine 2,5  L ligasyon ürünü eklenerek 30 dk buzda 

bekletildi. 

 KarıĢım ısı Ģokuna uğratılmak amacıyla buzdan dikkatlice çıkarılıp 42°C'de sabit bir 

Ģekilde 2 dk tutuldu. 

 Daha sonra üzerlerine LB Broth sıvı besiyerinden 200  L konulup yaklaĢık 1 saat 40 dk 

süre ile 37°C'lik etüvde inkübasyona bırakıldı. 

 Ġnkübasyon süresi sırasında önceden otoklavlanmıĢ amfisilinli katı besi yeri oda ısısna 

geldikten sonra steril kabin içerisinde 40  L X-Gal ve 40  L IPTG pipetlenip petrilere döküldü. 

 HazırlanmıĢ petrilere inkübasyon süresi dolan karıĢımdan 150  L eklendi ve drigalski 

özesi ile iyice yayılımı sağlandı. 

 Yayma ekim yapılan petriler 37°C'de 12-14 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. 

6. Kolonilerin Seçilmesi ve Sıvı Kültüre Alınması 

37°C‘ye ayarlanmıĢ inkübasyona bırakılan petriler 14 saatin sonunda etüvden alınıp +4°C‘ye 

bırakıldı ve bir gecede burada bekletildi. Mavi beyaz koloniler oluĢumu gözlendikten sonra, 

beyaz koloniler steril bir pipet ucu ile alındı ve içinde 3 mL amfisilinli LB broth besiyeri 

bulunan tüplere inoküle edildikten sonra 37°C‘lik çalkalyıcıda bir gece inkübasyona bırakıldı. 

7. Koloni PCR Ġçin Örneklerin Hazırlanması ve PCR ĠĢlemi 

Amfisilinli LB broth sıvı besiyerinde bir gece inkübasyona bırakılan kültürden 4 µL alınıp, 

içinde 16 µL steril didistile su bulunan tüplere konularak seyreltildi. Seyreltme iĢleminden sonra 

ısı Ģokuna maruz bırakmak amacıyla önce su banyosuna alınarak, 10 dk kaynatıldı ve hemen 

sonra 2 dk buzda bekletildi. Elde edilen bu karıĢım 12000 rpm‘de 5 dk süre ile santfirüj edildi. 

Daha sonra Çizelge 3.10'da verilen reaktifler ve miktarlara göre PCR tüpleri hazırlandı. 
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Çizelge 3.9. Koloni PCR iĢleminde kullanılan reaktiflerin yoğunluk ve miktarları 

 

Reaktif 

  

Kullanılan Miktar (μL) 

Tampon   3 

dNTP  0,6 

MgCl2  1,8 

T7 Primer  2 

SP6 Primer  2 

DMSO  1,2 

ddH2O  16,1 

Taq Polimeraz  0,3 

Süpernatant   3 

Hazırlanan tüpler PCR cihazına yerleĢtirilip Çizelge 3.10'de verilen program değerleri girilerek 

koloni PCR programı olarak kaydedildi ve çalıĢtırıldı. 

Çizelge 3.10. Koloni PCR programı, sıcaklık döngüsü 

AĢamalar Sıcaklık (
o
C) Süre  Döngü Sayısı  

Ön Denatürasyon      94 2dk 1 

Denatürasyon       94  30 sn  35  

Bağlanma       55  30 sn  35  

Uzama       72  2 dk 35  

Son Uzama       72  10 dk  1  

Saklama       4 ∞  

PCR iĢlemi sonunda ürünlerinin elektoforezi için agaroz jel hazırlandı. EtBr ilaveli %1‘lik 

agaroz jele, markır ve içerisinde istenen geni içeren (pozitif)- içerisinde gen bulunmayan 

(negatif) kontroller yüklenerek 90 voltta 1 saat süre ile yürütüldü. Görüntülenen jele bakılarak 

istenen aralıkta bant veren koloniler seçilerek plazmit izolasyonu için amfisilinli LB broth'a 

inoküle edildi. 
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8. Plazmit Ġzolasyonu 

Plazmit izolasyonu için Promega (A1330) plazmit izolasyon kitine ait protokol uygulandı. Buna 

göre; 

 LB broth besi yerinde bir gece inkübasyona bırakılan kültürden 4 ml alınarak 11000 rpm'de 

santrifüj edilerek çöktürüldü ve süpernatant dikkatlice uzaklaĢtırıldı. 

 Çöken pelletin üzerine Cell Resuspension Solüsyonu eklendi ve pipetajlanarak homojen 

hale getirildi. 

 Homojen hale getirildikten sonra karıĢımın üzerine 250    Cell Lysis Solüsyonundan 

eklendi alt üst edilerek oda sıcaklığında 5 dk bekletildi. 

 Süre sonunda üzerine Alkaline Protease Solüsyonundan 10    L ilave edildi ve oda 

sıcaklığında 5 dk beklemeye bırakıldı. 

 Daha sonra üzerine 350  L Nötralizasyon çözeltisinden eklenip 13000 rpm'de 10 dk 

santrifüj edildi. 

 Kullanılacak olan süpernatanttan yaklaĢık 650–750 μL alındı ve içerisinde kolon bulunan 

ependorf tüpüne aktarıldı ardından 13000 rpm'de 1 dk süre ile santrifüjlendi. 

 Santrifüj sonunda kolonun üstte kalan kısmına 750  L Wash Solution eklendi ve tekrar 

13000 rpm'de 1 dk santrifüjlendi. 

 Ardından kolonun üzerine 250  L Wash Solüsyonundan eklendi ve 13000 rpm'de 2 dk 

santrifüjlendi. 

 Alta geçen sıvı uzaklaĢtırılıp 1 dk 13000 rpm'de tekrar santrifüj edildikten sonra kolon yeni 

bir ependorfa aktarıldı ve üzerine Nuclease-Free Water Solüsyonundan 100  L eklendikten 

hemen sonra 13000 rpm'de 1 dk santrifüj edildi. 

 Son olarak kolon çıkarılıp uzaklaĢtırıldı ve tüpler ölçüm yapılıncaya kadar  20°C'de 

muhafaza edildi 

9. Plazmit Konsantrasyonunun Belirlenmesi 

 2 µL plazmit, 998 µL didistile su ile karıĢtırılarak, spektrofotometrede OD260 nm dalga 

boyunda konsantrasyonu tespit edildi. 

 A260 50 (sabit katsayı)   500 (dilüsyon oranı ) denklemine göre hesaplama yapılarak 

plazmit konsantrasyonun 100-200 ng olması sağlandı. 
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 Uygun konsantrasyona sahip örneklerden 30-50 μL alınarak sekans analizi için Macrogen 

(Hollanda) firmasına gönderildi. 

3.2.5. Proteaz Enziminin Tayini, SaflaĢtırılması ve Karakterizasyon ÇalıĢmaları 

3.2.5.a. Alkalin Protez Enzimi Üreten Bakteri Ġzolatlarının Skim Milk Agar 

Besiyerinde Belirlenmesi 

Stokta (-86°C) muhafaza edilen bakteri izolatları (EA1, EA2, EA3, EA4, EA5, EA6, 

EA7, EA8, EA9, EA10) stoktan çıkartılarak önceden hazırlanıp petrilere dökülen TSA 

katı agar besiyerlerine, steril öze yardımıyla 3-4 faz ekim yöntemiyle inoküle edilip 

canlandırıldı ve 55°C‘de 24 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Etüvde bir gece 

büyüyen bakteriler, Skim Milk agar besi yerlerine wel difüzyon metodu kullanılarak 

inoküle edilip, 55°C‘de 24-48 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon süresi 

boyunca 24. saat ve 48. saat sonunda zon veren petrilerin görüntüleri kaydedildi. 

3.2.5.b. Alkalin Proteaz Üretimi 

Alkalin proteaz üreten bakteri izolatlarından Skim Milk agar besiyerinde, en iyi zon 

veren bakteri B. licheniformis EA10 suĢu seçilerek bundan sonraki iĢlemlerde bu bakteri 

izolatı kullanıldı. B. licheniformis EA10 suĢu TSA katı besiyerine inoküle edilip 

55°C‘de 24 saat süreyle etüvde bir gece inkübasyona bırakıldı. Daha sonra bu suĢ sıvı 

besiyerine alınıp 55°C‘lik çalkalamalı inkübatörde bir gece üremeye bırakıldı. Sıvı 

besiyerinde büyüyen bakterilerin hücre miktarını mililitre cinsinden hesaplamak 

amacıyla 300 μl kültür 2700 μl su ile seyreltilip spektrofotometede 600 nm dalga 

boyunda ölçüm yapıldı. Çıkan değer seyreltme oranı olan 10 ile çarpıldı ve 3/zX10 

formülü kullanılarak elde edilen sonuca göre ön kültürden 100 mL'Lik bölüm 3.1.3.d‘de 

anlatıldığı gibi hazırlanan proteaz sıvı besiyerine inoküle edildi (ġekil 3.1). 
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ġekil 3.1. Alkalin proteaz üretim Ģeması  
1)TSA Katı Besiyeri 2)Ön Çoğalma Ortamı (8mL) 3)Alkalin Proteaz Üretim Ortamı 55°C‘de 24 saat 

55°C‘de 24 saat (100mL)  

3.2.4.c. Alkalin proteaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi 

Alkalin proteaz aktivitesi Takami et al. (1989) tarafından kazeinin, substrat olarak 

kullanıldığı yöntemin kısmen modifiye edilmesiyle belirlendi.. Bu yöntemin uygulama 

aĢamaları Ģu Ģekildedir; 

 0,5mL enzim çözeltisi üzerine Tris-HCl tampon (100 mM pH:8,5) çözeltisiyle 

hazırlanan %0,65‘lik kazein çözeltisinden 2,5mL eklenerek reaksiyon çözeltisi 37°C‘lik 

su banyosunda 10 dakika süre ile inkübasyona bırakıldı. Kör olarak enzim çözeltisi 

yerine, Tris-HCl tampon (100 mM pH:8,5) çözeltisi ilave edilen reaksiyon karıĢımı 

kullanıldı. 

 Ġnkübasyon süresinin sonunda reaksiyon karıĢımlarına, reaksiyonu sonlandırmak 

amacıyla trikloroasetik asit (TCA) (110 mM) çözeltisinden 2,5mL ilave edildi ve 

karıĢım 37°C‘lik su banyosunda 30 dakika boyunca bekletildikten sonra 5000 rpm‘de 

10 dakika santrifüj edildi. 

 Santrifüj sonrası elde edilen süpernatanttan 1mL alınarak baĢka bir tüpe aktarıldı ve 

üzerine Na2CO3 (0,5 M) çözeltisinden 2,5mL ve Folin-Ciocaltcau (0,5 M) reaktifinden 

0,5mL eklenerek, karıĢım 37°C‘lik su banyosunda 30 dakika bekletilip 660 nm‘de 

spektrofotometrik olarak absorbans köre karĢı ölçüldü. 
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Kazeinin hidrolizi sonucu dakikada 1µg tirozinin açığa çıkması için gerekli enzim 

miktarı bir ünite alkalen proteaz aktivitesi (U/ml) olarak belirlendi. Bu hesaplama 

önceden oluĢturulmuĢ tirozin standart grafiğinin eğimi kullanılarak aĢağıdaki formüle 

göre yapıldı. Enzim aktivitesi ölçümünde kullanılan çözeltilerin hazırlanıĢı bölüm 

3.1.2.4‘te gösterilmiĢtir 

                   (
  

  
) 

(
     
    

)              (  )

                             (  )
                  

3.2.5.d. Protein Tayini 

Protein tayini, Bradford yöntemi (Bradford 1976) yöntemiyle gerçekleĢtirilmiĢtir.bu 

yönteme göre, Coomasie brillant blue (parlak mavisi) G-250 boyasının farklı 

konsantrasyonlardaki proteinlere bağlanarak, değiĢik renk Ģiddetinde mavi renkli 

çözeltiler ortaya koymasından yararlanılarak geliĢtirilmiĢtir. Mavi rengin oluĢmasında 

proteinin aminoasit bileĢimi önemlidir. Boyanın özellikle arjinin gibi bazik amino 

asitlere ve bazı aromatik amino asitlere bağlanma eğiliminde olduğu gösterilmiĢtir. 

Dolayısıyla bu yöntemde proteinin primer yapısının önemi vardır. Yöntemde boyaya 

bağlanmıĢ protein 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir. Bu yöntemin 

hassasiyeti 1-100 g arasındadır. 

Protein miktarını belirlemek amacıyla standart grafiğin hazırlanması için ; 

 (1 :1ml/mg) protein ihtiva eden standart BSA hazırlandı. Bu çözeltiden 10 ayrı tüpe 

sırayla 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 L alınarak, didistile su ile tüm tüplerin 

hacmi 0,1mL‘ye tamamlandı. 

 Tüpteki karıĢımlara 4,9mL renklendirme reaktifi ilave edilip, vortekslendi ve 10 dk 

beklemeye bırakıldı. Sürenin sonunda 595 nm‘de 3mL‘lik küvetlerde köre karĢı 

absorbans değerleri okundu. Kör olarak 0,1 mL aynı tampon ve 4,9 mL renklendirme 

reaktifinden oluĢan karıĢım kullanıldı. Okunan absorbans değerlerine karĢılık gelen µg 

protein değerleri kullanılarak standart grafik elde edildi. 
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 Protein tayini yapılan numuneler için aynı Ģekilde 0,1 mL enzim çözeltisi üzerine 

4,9 mL boya çözeltisi eklendi ve 10 dk sonra 595 nm‘de absorbans değeri okundu. Elde 

edilen absorbans değeri ve standart grafiğin eğimi kullanılarak, protein miktarı 

hesaplandı. Proteaz enziminin üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırma basamaklarında 

gerekli protein tayinleri bu yönteme göre yapılmıĢtır. 

3.2.5.e. Alkalin Proteazın Üçlü Faz Ayirma (TPP) Sistemi Ġle SaflaĢtırılması 

Alkalin proteaz enziminin izolasyonu ve kısmi saflaĢtırılmasında ilk olarak 24°C‘de 

6000 rpm‘de 25 dk santrifüjleme iĢlemi yapıldı. Elde edilen bu ham ekstrakt,üçlü faz 

saflaĢtırma sisteminde enzim kaynağı olarak kullanıldı. 

Üçlü faz ayırma sistemleri yeni geliĢen bir biyoayırım tekniğidir. Sistem proteinlerin 

salting out, izoiyonik presipitasyon, kosolvent presipitasyonu, ozmolitik ve 

kozmotropik presipitasyonu gibi birçok farklı tekniğin prensiplerini kolektif bir Ģekilde 

içermektedir (Katı 2013). TPP iĢlemi; ham ekstrakta önce tuz ve ardından organik 

çözgen eklenerek uygun ortam koĢulları sağlandıktan yaklaĢık bir saat sonra, üç faz 

oluĢması esasına dayanır. 

Alkalin proteaz enziminin saflaĢtırılmasında kullanılan TPP sisteminde, organik çözgen 

olarak t-bütanol ve tuz olarak amonyum sülfat tercih edildi. 

a. TPP iĢlemi için uygun tuz yüzdesi ve organik çözgen oranının belirlenmesi; 

TPP iĢlemiyle saflaĢtırmada en iyi verimi elde edebilmek için en uygun amonyum sülfat 

yüzdesi ve en uygun t- bütanol oranı optimize edilmelidir. Bunun için aĢağıdaki formüle 

göre %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 olmak üzere 7 farklı tuz oranı; (Ham 

enzim ektraktı:t- bütanol; (1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) olmak üzere, 4 farklı alkol 

oranıyla denendi. Her bir denemede alt ve ara faz dikkatlice ayrılıp bölüm 3.2.3.4‘te 

anlatıldığı gibi aktivite tayini ve bradford yöntemiyle protein miktarı hesaplandı. Elde 

edilen veriler kullanılarak saflaĢtırma katsayısına karĢı, % geri kazanım grafikleri 
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oluĢturuldu. Çıkarılan grafikler incelenerek en uygun tuz yüzdesi ve organik çözgen 

miktarı belirlendi. 
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b. TPP iĢlemi için pH optimizasyonu 

TPP iĢleminde en uygun tuz yüzdesi ve organik çözgen oranı belirlendikten sonra bu 

değerlere göre farklı pH değerlerinde iĢlemler tekrarlandı. Bunun için 2mL ham özüt 

içine %70 oranında tuz eklendikten sonra karıĢımın pH değeri 9 farklı değerde ayarlandı 

(pH:4-12). pH değerleri, farklı her bir tüpün üzerine 1.0:0.5 oranında t-bütanol 

eklenerek 30 sn vortekslenip 37°C‘de 1 saat beklemeye bırakıldı. Süre sonunda fazlar 

ayrıĢtırılarak aktivite tayini ve protein tayini yapıldı. Elde edilen veriler kullanılarak 

saflaĢtırma katsayısına karĢı % geri kazanım grafikleri oluĢturuldu. Çıkarılan grafikler 

incelenerek TPP iĢlemi için  pH belirlendi. 

c. Alkalin proteazın TPP iĢlemi ile saflaĢtırılması 

Optimize edilen koĢullarda proteaz enzimi saflaĢtırıldı. Bu iĢleme göre ilk olarak 2 mL 

ham özüt bir tüpe alındı. Üzerine %70 oranında amonyum sülfat (0,873 gr) eklendi ve 

yavaĢça vortekslendi. KarıĢımın pH‘sı 6‘ya ayarlandıktan sonra üzerine, 1mL t- bütanol 

eklendi ve 30 sn yavaĢça vortekslendi. Daha sonra karıĢım, 37°C‘de 1 saat süreyle 

beklemeye bırakıldı. Süre sonunda üst organik faz, pastör pipetiyle ayrıĢtırıldı. Alkalin 

proteazın saflaĢtırıldığı alt faz ayrıĢıtırılarak karakterizasyon çalıĢmalarında kullanılmak 

üzere, +4‘
o
C ‗de muhafaza edildi. 

* TPP iĢleminde kullanılan t- bütanol tekrar tekrar kullanılabilmektedir. 
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3.2.5.f. Alkalin Proteaz Enzimiyle Ġlgili Yapılan Karakterizasyon ÇalıĢmaları 

1. Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzimin 

Molekül Kütlesinin Belirlenmesi 

TPP iĢleminde saflaĢtırılan alt ve ara faz örnekleri, enziminin saflığını kontrol etmek ve 

yaklaĢık molekül ağırlığını belirlemek amacıyla SDS-PAGE analizi yapıldı (Laemmli 

1970). Yürütme jeli için %10‘luk, yığma jeli için %4‘lük akrilamit jel hazırlandı. 

Protein bantlarinin gözlenmesi için gümüs boyama metodu uygulandı. 

Elektroforez plakaları önce su ve daha sonra alkol ile iyice yıkandı. Ġki cam plaka arada 

jel aralığı olacak Ģekilde kıskaçlarla tutturuldu. SabitleĢtirilen plakalar, içindeki jeli 

dıĢarı sızdırmayacak Ģekilde, jel hazırlama kabinine konuldu. Çizelge 3.12‘de verilen 

kimyasallar sırası ile cam bir beherde hazırlandı. Jel bileĢenlerinden amonyum persülfat 

son aĢamada eklendi. Hızlıca pipetaj yapılarak toplam hacmi 4,5mL olan ayırma jeli 

polimerleĢme baĢlamadan önce süratle hazırlanan plakalara dikkatlice döküldü. Jelin üst 

kısmı izopropil alkol ile düzgünleĢtirilerek, 20–30 dakika süre ile jelin polimerleĢmesi 

beklendi. Jel polimerleĢtikten sonra üzerindeki alkol uzaklaĢtırıldı ve bir kurutma kağıdı 

yardımıyla jelden tamamen ayrılması sağlandı. Bu iĢlemden sonra yığma jeli yine 

amonyum persülfat sonda eklenmek üzere hazırlanıp, ayırma jelinin üzerine 

döküldükten hemen sonra numune kuyucuklarının oluĢması için tarak dikkatlice 

yerleĢtirildi ve 20 dakika süre ile yükleme jeli polimerleĢmeye bırakıldı. 

Örneklerin hazırlanması: Elektroforeze yüklenecek örneklerden (Ham enzim ekstraktı, 

alt faz, ara faz) 20‘Ģer μl ve hazırlanan numune çözeltisinden 20 μL alınarak bir 

eppendorfta karıĢtırıldı. Hazırlanan örnekler kaynayan suda 5 dk süre ile bekletilerek 

denatüre edildi. 

PolimerleĢen jel önce saf su, daha sonra da yürütme tamponuyla yıkandı ve jel 

plakalarla birlikte elektroforez tankına içine dökülen yürütme tamponu dıĢarıya 

sızmayacak Ģekilde yerleĢtirildi. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme 
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tamponu dolduruldu, yukarda anlatıldığı gibi hazırlanan enzim örneklerinden 18 µL 

kuyucukları eklendi. Ġlk kuyucuğa markırdan 1µl olacak Ģekilde  yüklendi. Elektroforez 

tankı kapatılarak alt tarafı (+) anota, üst tarafı ise (-) katota yerleĢtirildi. Önce 60 voltta 

30 dakika yürütüldü ve akrilamid yoğunluğunun düĢük olması ve pH 6,8 olduğundan 

dolayı örnekler ayırma jeline kadar hızlıca yürüdü. Ardından 120 volt akımda 

numuneler jelin alt sınırına gelinceye kadar yürütüldü (1 saat). Ayırma jelinde akrilamid 

yoğunluğunun fazla olması ve pH 8,8 olması sebebiyle proteinler yavaĢ yürüyerek 

molekül kütlesine göre ayrılacaklardır. Yürütme iĢlemi bittikten sonra akım kesilerek 

plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı. Daha sonra gümüĢ boyama yöntemiyle 

boyanarak en uygun görüntüsü kaydedildi 

Çizelge 3.11. Yürütme jeli bileĢenleri 

Kimyasallar Ayırma Jeli 

BileĢenleri (mL) 

Yığma Jeli BileĢenleri 

(mL) 

ddH2O 2,35 1,84 

%30 Akrilamid/bisakrilamid 3,3 0,325 

1,0 M Tris-HCl (pH 6,8) - 0,31 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) 3,75 - 

%1,5 PER 0,2 0,05 

%5 TEMED 0,1 0,025 

%10 SDS 0,15 0,025 

Örneklerin gümüĢ boyama yöntemiyle boyanması 

Örnekler jel elektroforezi ile yürütüldükten sonra plakalar yürütme kabından çıkartıldı. 

Kaset açıldıktan sonra  jel,cam bloklardan dikkatlice ayrılıp zemini düz bir kap içerisine 

bırakıldı. Jel, gümüĢ boyama kabında  hazırlanan tespit çözeltisiyle 30 dk boyunca 

karanlık ortamda çalkalandı. Sürenin sonunda tespit çözeltisi dökülüp, jel didistile su ile 

yıkandı. Yıkama iĢleminden hemen sonra redüksiyon çözeltisi kaba eklenerek, yine 30 

dk boyunca karanlık ortamda çalkalamaya bırakıldı. Daha sonra redüksiyon çözeltisi 
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kaptan uzaklaĢtırılarak yıkama iĢlemine geçildi. Bu iĢlem didistile su ile 5‘er dakika 

olmak üzere, üç kez tekrarlandı. Bu süre sırasında hazırlanan boyama çözeltisi yıkama 

iĢlemleri bittikten sonra kaba eklendi ve 20 dk çalkalamaya bırakıldı. GümüĢ boyama 

çözeltisiyle muamele edilen jel bantlar belirginleĢinceye kadar yıkama 1 çözeltisinde el 

yordamıyla hafifçe çalkalandı. Jelde bantların görünmeye baĢladığı andan itibaren en iyi 

görüntü kaydedildi ve jel yıkama 2 çözeltisine aktarılarak boyama iĢlemi sonlandırıldı. 

2. Alkalin proteaz enziminin zimogram analizi 

B. licheniformis EA10 suĢundan üretilen alkalin proteaz enziminin zimogramı için, 

SDS-PAGE jel elektroforezi kullanıldı. Yığma ve ayırma jeli hazırlanarak ve 

elektroforez tankına döküldü. Zimogram analizinde SDS-PAGE iĢleminden farklı 

olarak numune çözeltisi   Merkaptoetanol eklenmeden hazırlandı. Örnekler 

hazırlanırken ependorf tüplerine (1:1:1) oranında olacak Ģekilde numune çözeltisinde 20 

 L, %0,65‘lik kazein çözeltisinden 20  L ve örneklerden de 20  L eklendi ve kaynatma 

iĢlemi olmadan direk kuyucuklara yüklendi. Elektroforez sisteminde önce 60 voltta 30 

dakika, ardından voltu 120 voltta 1 saat süreyle numunelerin jelin alt sınırına kadar 

yürütülmesi sağlandı. Numuneler, numune tamponuna katılan brom timol mavisi 

yardımıyla takip edildi. Yürütme iĢlemi bittikten sonra akım kesilerek plakalar 

arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı. Çıkarılan jelden SDS‘nin uzaklaĢtırılması için jel düz 

zeminli bir kapta %2‘lik Triton-X-100 çözeltisinde 37°C 150 rpm hızındaki 

çalkalıyıcıda 30 dakika bekletildi. Ardından jel 100 Tris-HCl (100 mM pH:8,5) 

tamponunda 37°C 150 rpm hızındaki çalkalıyıcıda 20 dakika bekletildi. Daha sonra jel, 

%0,65‘lik kazein çözeltisinde 37°C 150 rpm hızındaki çalkalıyıcıda 30 dakika bekletildi 

ve süre bitiminde gümüĢ boyama yapılarak jelin fotoğrafı çekildi (Kazan et al. 2005). 

3. Alkalin proteaz enzimi için optimum pH ve pH kararlılığının belirlenmesi 

Proteaz enziminin optimum pH'sını belirlemek amacıyla 0,5mL enzim çözeltisi ile 0,1 

M farklı pH değerlerindeki sodyum fosfat (pH:6,0-7,5), Tris-HCl (pH:8,0-9,0) ve 

Glisin-NaOH (pH:9,0-11,0) tampon çözeltilerinde hazırlanan 2,5mL %0,65‘lik kazein 
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çözeltisiyle karıĢtırıldı. Aktivite tayini yapıldı. Enzimin pH profilinin grafik çiziminde 

en yüksek aktivitenin gözlendiği pH değeri 100 olarak kabul edildi ve diğer sonuçlar 

ona göre bağıl aktivite (%) cinsinden birbiriyle kıyaslandı (Yıldırım 2014). 

Enzimin stabil olduğu pH'yı belirlemek amacıyla farklı pH değerlerindeki sodyum 

fosfat (pH:6,0-7,5), Tris-HCl (pH:8,0-9,0) ve Glisin-NaOH (pH:9,0-11,0) tampon 

çözeltileri kullanıldı. Belirtilen pH'lardaki 2mL tampon çözeltisine 2mL enzim çözeltisi 

ilave edilerek oda sıcaklığında 2 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

öncesinde ve sonrasında aktivite tayini yapıldı. Her bir deneme, 3 kez tekrarlandı. 

Enzimin pH stabilitesi grafiğinin çiziminde, farklı pH değerlerinde, inkübasyondan 

önceki aktivite miktarı 100 olarak kabul edilerek, inkübasyon sonrası elde edilen 

değerler kalan aktivite yüzdesi (%) olarak ifade edildi (Rahman et al. 2006; Venugapol 

and Saramma 2007). 

4. Alkalin proteaz enzimi için optimum sıcaklığın ve sıcaklık kararlılığının 

belirlenmesi 

Proteaz enziminin optimum sıcaklığını belirlemek amacıyla 0,5mL enzim çözeltisi ile 

Tris-HCl (100 mM pH:8,5) tamponunda hazırlanan %0,65‘lik kazein çözeltisinin 

2,5mL‘si karıĢtırıldı ve 20°C‘den 90°C‘ye kadar olan sıcaklık aralıklarında 10 dakika 

süreyle su banyosunda inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası her bir sıcaklık değeri 

için bölüm 3.2.3.4‘te anlatıldığı gibi aktivite tayini yapıldı (Yıldırım 2014). Enzimin 

optimum sıcaklığını belirlemek için çizilen grafikte en yüksek aktivitenin gözlendiği 

sıcaklık değeri 100 olarak kabul edildi ve diğer sonuçlar ona göre bağıl aktivite (%) 

cinsinden birbiriyle kıyaslandı. 

Enzimin sıcaklık kararlılığının belirlenmesi için; 1,5mL enzim çözeltisi 20°C‘den 

90°C‘ye kadar olan sıcaklık aralıklarında her bir sıcaklık için 30, 60, 90 ve 120 dk‘lık 

inkübasyon sonunda aktivite tayini yapıldı. Enzim sıcaklık kararlılığını gösteren 

grafiğinin çiziminde, farklı sıcaklık değerlerinde, inkübasyondan önceki aktivite miktarı 
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100 olarak kabul edilerek, inkübasyon sonrası elde edilen değerler kalan aktivite 

yüzdesi (%) olarak ifade edildi. 

5. Bazı metal iyonlarının alkalin proteaz enziminin aktivitesine etkisinin 

belirlenmesi 

Bölüm 3.1.3.h‘de anlatıldığı gibi hazırlanan Co
2+

, Mg
2+

, Fe
2+

, Mn
2+

, Ca
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, 

Li
2+

 gibi +2 değerlikli metal iyonlarının ve K
+ 

gibi +1 değerlikli metal iyonunun alkalin 

proteaz enziminin aktivitesine etkisi incelendi. Bunun için bu iyonların klorlu tuzları 

kullanıldı. HazırlanmıĢ olan 10 mM‘lık stok metal iyonu solüsyonları Tris-HCl (100 

mM, pH:8,5) tamponu ile seyreltilerek 1,5 ve 10 mM‘lık metal iyon solüsyonlarınadan  

450  L üzerine 50  L enzim çözeltisi eklenerek 30 dk inkübasyona bırakıldı. Daha 

sonra üzerinealınara %0,65‘lik kazeinin 2,5 mL‘si karıĢtırılıp aktivite tayini yapıldı. 

Metal iyonları içermeyen enzim çözeltisinin aktivite miktarı 100 olarak kabul edildi ve 

metal iyonu içeren örneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandı (Özden 2010). 

6. Bazı Organik Çözücülerin Alkalin Proteaz Enziminin Aktivitesi Üzerine 

Etkisinin Belirlenmesi 

Proteaz enziminin organik çözücüler varlığında aktivitedeki değiĢimini incelemek için; 

metanol, etanol, kloroform, izopropanol, t- bütanol, aseton, DMSO gibi organik 

çözücülerin %15 ve %50‘lik konsantrasyonları kullanıldı. Her bir organik çözücü Tris-

HCI (100 mM pH:8,5) tamponu içinde hazırlandı. 50 μL enzim çözeltisi üzerine, 450 

μL organik çözücüden oluĢan tampon çözeltisi eklendi. 1 ve 24 saatlik inkübasyon 

sonunda aktivite tayini yapıldı. Kör olarak tampon çözeltisi yerine, her bir organik 

çözgenin hazırlanmıĢ farklı yüzde konsantrasyonlarından 50 μL eklenerek, tayin 

iĢleminde kullanıldı. Kontrol için de 50  L enzim çözeltisi üzerine 450 μL Tris-HCI 

(100 mM pH:8,5) tamponu kullanılarak aynı Ģartlarda inkübasyona bırakıldı. Organik 

çözücü içermeyen enzim çözeltisinin aktivite miktarı 100 olarak kabul edildi ve organik 

çözücü içeren örneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandı (Yıldırım 2014). 
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7. Bazı inhibitörlerin alkalin proteaz enziminin aktivitesi üzerine etkisinin 

belirlenmesi 

Alkalen proteaz enziminin aktif bölgesinde yer alan enzimatik katalizden sorumlu 

amino asitlerin belirlenmesi için enzim preparatları amino asit modifikasyonu için 

kullanılan aktif bölge yönelimli inhibitörler ile muamele edilerek enzimin geri 

dönüĢümsüz inhibisyona uğraması sağlandı (Öner 2010). Alkalin proteaz enziminin 

aktif bölgesinde hangi grubun yer aldığını belirlemek amacı ile inhibitörlerden; serin 

proteaz inhibitörü PMSF (2mM ve 5mM), metalloproteaz inhibitörü EDTA (2mM ve 

5mM), β-mekaptoetonal (%1 ve %5) sistein proteaz inhibitörü DTNB (2 mM ve 5 mM) 

ve IAA (2 mM ve 5mM) kullanıldı. EDTA, β-merkaptoetanol, DTNB, IAA Tris-HCl 

(100 mM, pH:8,5) tamponunda hazırlanırken PMSF %96 etanol çözeltisinde hazırlandı. 

50 μl enzim çözeltisi üzerine hazırlanan çözeltilerden 450 μl eklenip 180 rpm‘de 30 dk 

süreyle 37°C‘lik çalkalayıcıda bekletildikten sonra bölüm aktivite ölçümü yapıldı. 50 μl 

enzim çözeltisine 450 μl Tris-HCl (100 mM, pH:8,5) tamponu eklenerek aynı 

koĢullarda inkübe edilen, inhibitör içermeyen çözeltinin aktivite miktarı 100 olarak 

kabul edildi ve inhibitör içeren örneklerin aktivitesi kalan aktivite olarak hesaplandı 

(Ferrero et al.1996). 

8. Alkalin proteaz enziminin aktivitesi üzerine yüzey aktif maddelerinin ve okside 

edici ajanın etkisinin belirlenmesi 

Yüzey aktif maddelerinden SDS (%1 ve %5), Triton X-100 (%1 ve %5), Tween-20 (%1 

ve %5), Tween-80 (%1 ve %5) ve okside edici ajan H2O2 (%1 ve %5) varlığında alkalin 

proteaz enziminin aktivitesinde meyadana gelen değiĢim incelendi. 50 μL enzim 

çözeltisi belirlenen konsantrasyonlarda hazırlanan çözeltilerin 450 μL‘si ile karıĢtırıldı 

ve 30 dk 180 rpm hızındaki 37°C‘lik çalkalayıcıda inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon 

sonrasında aktivite tayini yapıldı. 50 μL enzim çözltisine 450 μL Tris-HCl (100 mM 

pH:8,5) tamponu eklenerek aynı koĢullarda inkübe edilen örneğin aktivitesi 100 olarak 

kabul edildi ve inkübasyon sonrası aktiviteler kalan aktivite olarak değerlendirildi 

(Johnvesly and Naik 2001; Kazan et al. 2005; Shah et al. 2010). 
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9. Alkalin proteaz enziminin doğal substratlara olan özgünlüğünün belirlenmesi 

Alkalin proteaz enziminin doğal substratlara olan özgünlüğünün belirlenmesi için 

kazein, azokazein, hemoglobin, sığır serum albumini (BSA) ve jelatin kullanıldı. 

Subsratların %0,65‘lik çözeltileri 100 mM Tris-HCl pH‘sı 8,5 olan tamponda 

hazırlandı. 0,5mL enzim çözeltisi ile 2,5mL substrat çözeltisi karıĢtırıldı ve aktivite 

tayini yapıldı. En yüksek aktivite gösteren substratın aktivitesi 100 olarak kabul edildi 

ve diğerleride ona göre hesaplandı (Johnvesly and Naik 2001). 

10. Proteaz enzimin için KM ve Vmax parametrelerinin bulunmasına yönelik 

çalıĢmalar 

Proteaz enziminin KM ve Vmax değerlerini belirlemek amacıyla 0,5mL enzim çözeltisi, 

Tris- HCl (100 mM, pH:8,5) tamponunda %0,02-0,6 aralığında 6 farklı 

konsantrasyonda hazırlanmıĢ kazein çözeltilerinin 2,5mL‘si ile karıĢtırıldı.Aktiviteleri 

ölçüldü. Elde edilen değerlerle Lineweaver-Burk grafiği çizildi ve bu grafikten 

yararlanılarak KM ve Vmax değerleri hesaplandı (Laemmli 1970; Rao et al. 2008). 

11. Ticari olarak satılan bazı katı ve sıvı deterjanların alkalin proteaz enzimi 

üzerine etkilerinin belirlenmesi 

Alkalen proteaz enziminin Ariel, Bingo, Omo, Alo, Persil gibi katı endüstriyel 

deterjanlar varlığında ve Ariel sıvı ve Perwoll sıvı gibi sıvı endüstriyel deterjanlar 

varlığında aktivitesinin durumu tespit edildi. Bu deterjanlardan %1 (w/v) 

konsantrasyonlarındaki çözeltileri çeĢme suyu ile hazırlandı. 50 µl enzim çözeltisine 

450 µl deterjanları içeren çözeltilerden eklenerek, 37°C‘de bir saat inkübasyona 

bırakıldı. Ġçinde deterjan çözeltisi olmayan bir örnek kontrol olarak aynı Ģartlarda 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyondan sonra aktivite tayini yapıldı. Kontrolün aktivitesi 

100 olarak kabul edildi ve diğer örneklerin aktiviteleri buna göre hesaplandı (Yıldırım 

2014).  
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Mikroorganizmaların Ġzolasyonu 

Bu çalıĢma kapsamında Van iline bağlı Çaybağı Köyü ve Hasanabdal Kaplıcasından 

temin edilen sıcak su örneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole 

edildi(Çizelge 4.1). Ġzolatlara EA kodlu numaralar verilerek tümü gliserinli LB broth 

ihtiva eden cryo tüplerde -86°C‘de muhafaza edildi. Saf kültürleri izole edilen 

bakterilere ait petri görüntüleri ġekil 4.1‘de verildi. 

Çizelge 4.1. Termofilik bakteri suĢları ve izole edildikleri istasyonlar 

ĠSTASYON KAYNAK SUYUN 

SICAKLIĞI  

ĠZOLAT KODU 

Saray Çaybağı Köyü  61   EA1, EA2, EA3 EA4, EA5,EA6, E-7 

Hasanabdal Kaplıcası  66   EA8, EA9, EA10  

 

 

ġekil 4.1. EA1, EA5, EA8 ve EA10 suĢlarına ait petri görüntüleri 
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Ġzole edilen bakterilerin öncelikle morfolojik ve biyokimyasal özellikleri belirlendi. 

Ardından bu izolatlar farklı moleküler yöntemler (16S rRNA gen analizi ve rep-PCR) 

kullanılarak identifiye edildi. Daha sonra SKM agar besiyeri kullanılarak yapılan petri 

denemeleri sonucunda en yüksek aktiviteyi veren EA10 kodlu izolatlar ile çalıĢılmaya 

devam edildi. Bacillus licheniformis EA10‘dan izole edilen enzim üçlü faz ayırma 

(TPP) sistemi ile saflaĢtırıldı ve karakterizasyon iĢlemleri yapıldı. 

4.2. Konvensiyonel Test Sonuçları 

Bakterilerin izolasyonu sonrasında elde edilen izolatların,çözeltisi ile belirlendi. Bu 

amaç doğrultusunda, bir öze dolusu bakteri bir damla KOH solüsyonu ile boĢ bir petride 

muamele edildi. ĠĢlem sonucunda sakız gibi uzayanlar Gram (-) uzamayanlar ise Gram 

(+) olarak değerlendirildi. Yapılan analizler sonucunda izolatlardan biri hariç tümünün 

Gram(+) olduğu gözlemlendi. Daha sonra izolatların biyokimyasal özelliklerinin 

belirlenmesi amacıyla katalaz ve oksidaz testi yapıldı. Yapılan çalıĢmaların sonucunda 

izole edilen tüm bakterilerin katalaz  ve oksidaz pozitif olduğu tespit edildi (Çizelge 

4.2). Ayrıca test suĢlarının hücre morfolojilerinin tespitine yönelik yapılan çalıĢmalar 

sonucunda; tüm izolatların çubuk hücre morfolojisine sahip olduğu gözlemlendi. 

Çizelge 4.2. Ġzolatların morfolojik  ve biyokimyasal özellikleri 

   

Stok kodu  

 

Morfolojisi  

         

         Gram  

O
k

si
d

a
z
  

K
a

ta
la

z
  

EA1  Çubuk +  +  +  

EA2  Çubuk  +  +  +  

EA3  Çubuk  +  +  +  

EA4  Çubuk  +  +  +  

EA5  Çubuk  +  +  +  

EA6  Çubuk  +  +  +  
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Çizelge 4.2. (devam) 

EA7  Çubuk  +  +  +  

EA8  Çubuk  -  +  +  

EA9  Çubuk  +  +  +  

EA10  Çubuk  +  +  +  

4.3. Seçilen Ġzolatların Moleküler Yöntemlerle Tanılarının Yapılması 

Sıcak su kaynaklarından izole edilen bakterilerin konvensiyonel yöntemlerle identifikasyonu 

gerçekleĢtirildikten sonra, izolatları moleküler yöntemlerle tanı aĢamasına geçildi. Bunun için 

öncelikle genomik DNA‘ları izole edildi (ġekil 4.2). Daha sonra izolatların gen profillerinin 

belirlenmesi amacıyla (GTG)5-PCR analizleri yapıldı.  

 

ġekil 4.2. Ġzolatların DNA jel görüntüsü 

 4.3.1. (GTG)5-PCR Yöntemiyle Ġzolatların Gen Profillerinin Belirlenmesi 

Bakteri DNA‘sı içerisinde sürekli tekrarlayan diziler bulunmaktadır. DNA‘da değiĢken 

sayıda tekrarlayan ve rep olarak isimlendirilen bu elementler, bakteri hücrelerinde 

korunmuĢ palindromik yapıya sahiptir (Kıran ve Osmanağaoğlu 2011). Yapılan 

(GTG)5-PCR analizi sonucunda (ġekil 4.3). Elde edilen polimorfik bant profillerine 

göre yapılan inceleme sonucunda: EA1, EA2, EA4, EA5, EA6 ve EA7 kodlu izolatların 

aynı türe ait farklı suĢlara ait olduğu tespit edildi; bunlardan klonlama amacıyla EA4; 
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EA3, EA9 VE EA10 suĢlarından ise  rastgele EA10 ve en son olarak tüm izolatlardan 

farklı bir bant profili sergileyen EA8 suĢu seçilerek 16S rRNA bölgeleri çoğaltıldı.  

.  

ġekil 4.3. Örneklere ait (GTG)5-PCR jel görüntüsü [M: Marker (N0550S- Biolabs), sırasıyla 

10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 800, 900, 700, 600, 500, 400, 

300, 200, 100 bç). 

Ġzolatlarda bulunan 16S rRNA gen bölgesi, 27F ve 1492R evrensel primerleri kullanılarak 

amplifiye edildi. Daha sonra elde edilen PCR ürünleri %1‟lik agaroz jelde yürütüldü ve tüm 

izolatların 1500 bç büyüklüğünde tek bant verdiği gözlemlendi. (ġekil 4.4). 

 

ġekil 4.4. Ġzolatların 16S rRNA jel görüntüsü 



65 
 

 

4.3.2. Amplifiye Edilen 16S rRNA Bölgesinin Klonlanması 

Transformasyon işlemi, Klonlama iĢlemi için 16S rRNA PCR ürünlerine ligasyon iĢlemi 

yapıldı. Daha sonra vektörün bakteri hücrelerine transformasyonu gerçekleĢtirildi. E. coli 

izolatları amfisilin, X-gal ve IPTG içeren petrilere yayıldı ve 14-16 saat inkübasyona bırakıldı. 

Sürenin sonunda mavi-beyaz koloni taraması yapıldı. Tranformasyon iĢlemi sonucu oluĢan 

mavi-beyaz koloni petri görüntüsü ġekil 4.5‘te verildi. 

 

ġekil 4.5. Mavi-beyaz koloni örnek görüntüsü 

Koloni PCR; incelenen petrilerdeki beyaz kolonilerden birkaç adet seçildi ve ilgili genin 

transformasyonunun gerçekleĢip gerçekleĢmediğini belirlemek amacıyla koloni PCR yapıldı. 

Elde edilen ürünler, %1‘lik agaroz jelde yürütüldü. Görüntüleme iĢlemi sonucunda 1500 bç‘lik 

bölgede bant veren koloniler seçilerek klonlama iĢlemine bunlar ile devam edildi(ġekil 4.6). 

 

ġekil 4.6. Koloni PCR jel görüntüsü 
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DNA Dizi Analiz Sonuçları;Macrogen (Hollanda) firmasından gelen 16S rRNA sekans dataları 

anlamlı hale getirildi  

Çizelge 4.3. DNA dizi analizi sonucu belirlenen bakterilerin benzerlik yüzdeleri  

Ġzolat Kodu Ġzolat Ġsmi Benzerlik Oranı 

EA4 Bacillus thermolactis %99 

EA8 Anoxybacillus 

pushchioensis 

%99 

EA10 Bacillus licheniformis %99 

 

ġekil 4.7. Filogenetik ağaç 

 EA8

 Anoxybacillus pushchinoensis DSM 12423

 Anoxybacillus thermarum DSM 17141

 Anoxybacillus rupiensis DSM 17127

 Bacillus luciferensis LMG 18422

 EA10

 Bacillus licheniformis ATCC 14580

 EA7

 EA4

 Bacillus thermolactis strain R-6488

 Bacillus coagulans ATCC 7050

 Alicyclobacillus acidiphilus DSM 14558

0.1
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4.4. Petride Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi  

Sıcak su kaynaklarından izole edilen bakteriler bölüm 3.1.4.c‘de anlatıldığı Ģekilde hazırlanan 

Skim Milk agar besi yerlerine wel difüzyon metodu kullanılarak inoküle edilip, 55°C‘de 24-48 

saat süreyle inkübasyona bırakıldı. 24. Saat ve 48. Saat sonunda zon veren petrilerin görüntüleri 

kaydedildi. Yapılan incelemeler sonucunda, EA3, EA9 ve EA10 suĢlarına ait petrilerde zon 

görülürken, diğer izolatların (EA1, EA2, EA4, EA5, EA6, EA7 ve EA8)) hiç zon vermediği 

tespit edildi. Zon büyklüğüne göre en yüksek enzim aktivitesinin EA10 suĢuna ait petri olduğu 

belirlendi ve devam eden çalıĢmalarda bu bakteri suĢu kullanıldı (ġekil 4.8). 

 

ġekil 4.8. Skim Milk Agar petrisindeki EA10 suĢuna ait proteaz aktivite görüntüsü  

4.5. Protein Tayini Ġçin Kullanılan Standart Grafik 

Tez Kapsamında elde edilen  enzim çözeltilerindeki protein tayini Bradford yöntemiyle yapıldı. 

Bunun için bölüm 3.2.5.d‘de anlatıldığı Ģekilde standart grafik oluĢturuldu (ġekil 4.9) 
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ġekil 4.9. Protein tayininde kullanılan standart grafik 

4.6. Proteaz aktivitesi hesaplamasında kullanılan tirozin standart grafiği 

Enzim aktivitesinin hesaplanmasında  Yıldırım (2014) tarafından oluĢturulan tirozin standart 

grafiği kullanıldı (ġekil 4.10). 

 

ġekil 4.10. Proteaz aktivitesi için standart tirozin grafiği (Yıldırım 2014) 

4.7. Üçlü Faz Ayırma (TPP) Sistemi ile Alkali Proteazın SaflaĢtırılması 

Üçlü faz ayırma sisteminde (TPP) proteaz enziminin iyi bir verimle yüksek oranda 

saflaĢtırılabilmesi için, tuz konsantrasyonu, enzim miktarının organik çözgene oranı ve pH gibi 
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sistemi etkileyen temel sistemi etkileyen parametrelerin optimizasyonu gereklidir. Bu yüzden 

bu tez kapsamında farklı ham enzim çözeltisi:organik çözgen oranları, farklı tuz 

konsantrasyonları ve farklı pH‘ların saflaĢtırma katsayısı ve aktivitenin geri kazanımı üzerine 

etkileri incelenmiĢtir. Proteaz enziminin saflaĢtırılmasında kullanılan TPP sisteminde organik 

çözgen olarak t-bütanol ve tuz olarak amonyum sülfat tercih edildi. 

4.7.1. TPP Sisteminde Amonyum Sülfat Konsantrasyonu ve Organik Çözgen Oranının 

Etkisinin Belirlenmesi 

TPP sistemlerinde proteinleri ara yüzeyde etkin bir sekilde toplayabilmek için 

amonyum sülfat ve t-bütanol arasındaki karsılıklı iliskiden yararlanılır Proteinlerin 

salting-out etkinligi amonyum sülfat konsantrasyonu ve proteinlerin net yüküne 

bagımlıdır. Bu nedenle amonyum sülfat doygunlugu önemli bir parametre olup optimize 

edilmelidir (Bayraktar 2011). 

TPP proseslerinde optimizasyon çalıĢmaları farklılık gösterebilmektedir. Literatürlerde 

sabit bir tuz konsantrasyonu seçilip bu tuz konsantrasyonlarıyla farklı homojenat:t-

bütanol oranları denenerek alkol oranı belirlendikten sonra bu alkol oranıyla farklı tuz 

konsantrasyonları çalıĢılarak gerekli olan tuz miktarı belirlenmektedir. Optimizasyon 

iĢlemi için kullanılan diğer bir yöntem de her bir tuz konsantrasyonunda farklı 

homojenat:t-bütanol oranlarının denemesidir. Bu tez kapsamında farklı amonyum sülfat 

konsantrasyonları (%20, %30, %40, %50, %60, %70 ve %80) ve farklı homojenat:t-

bütanol oranları (1,0:0,5, 1,0:1,0, 1,0:1,5, 1,0:1,2) kullanılarak 37
o
C‘de gerçekleĢtirildi. 

Bunun sonucunda düĢük tuz konsantrasyonlarında yüksek alkol oranı eklendiği 

durumlarda yüksek verim görülürken yüksek tuz konsantrasyonlarında alkol oranı 

düĢtükçe verim artmıĢtır. Yapılan çalıĢmaların grafiksel gösterimi sırasıyla ġekil 4.11-

4.17‘deki gibidir. Gösterilen Ģekiller incelendiğinde; saflaĢtırılan alkalin proteazın alt 

fazda kaldığı en yüksek verimin ve saflaĢtırma katsayısının %70 amonyum sülfat 

konsantrasyonunda ve 1,0:0,5 homojenat:t-bütanol oranında elde edildiği 

görülmektedir. Bu aĢamadan sonraki saflaĢtırma prosesine bu oranlarla devam edildi. 
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ġekil 4.11. Tpp prosesinin %20 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 

 

ġekil 4.12. Tpp prosesinin %30 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 
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ġekil 4.13. Tpp prosesinin %40 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 

 

ġekil 4.14. Tpp prosesinin %50 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 
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ġekil 4.15. Tpp prosesinin %60 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 

 

ġekil 4.16. Tpp prosesinin %70 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 
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ġekil 4.17. Tpp prosesinin %80 amonyum sülfat konsantrasyonu varlığında farklı t-bütanol 

oranının (Homojenat:t- bütanol; 1.0:0.5, 1.0:1.0, 1.0:1.5, 1.0:2.0) alkalin proteazın saflaĢtırma 

katsayısına ve verime etkisi 

4.7.2. Alkalin Proteazın SaflaĢtırılmasında TPP Sistemine pH’nın Etkisi 

Üçlü faz ayırma sistemlerinde önemli bir diğer parametre sistemin pH‘sı ve hedef proteinin 

izoelektrik noktasıdır. Ortamın pH‘sı ayrımı gerçekleĢtirecek preparat içerisindeki 

biyomoleküllerin dağılımını önemli ve etkin bir biçimde değiĢtirmektedir. SaflaĢtırılması 

hedeflenen proteinin ve iyon kompozisyonunun yüküne, kontaminantların yüzey 

karakteristiğine pH etki eder ve fazlar arasında dağılımın farklılaĢmasına sebep olur (Katı 

2013). Bu nedenle sistemin pH‘sı TPP sistemini etkileyen önemli parametrelerden biridir ve 

optimize edilmesi gerekmektedir. 

TPP iĢleminde en uygun tuz yüzdesi ve organik çözgen belirlendikten (%70 tuz konsantrasyonu 

ve 1.0:0.5 oranında t-bütanol) sonra bu değerlere göre farklı pH değerlerinde iĢlemler 

tekrarlandı. Elde edilen sonuçlar ġekil 4.18‘de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.18. Alkalin proteazın saflaĢtırılmasında TPP sistemine pH‘nın etkisi 

 4.7.3. Alkalin Proteazın Üçlü Faz Yöntemiyle SaflaĢtırma Sonuçları 

B. licheniformis EA10‘dan alkalin proteaz enzimi TPP prosesinin optimizasyonunun hemen 

ardından belirlenen parametreler ıĢığında saflaĢtırıldı. SaflaĢtırma sonuçları  Çizelge 4.4‘te 

verildi (Çizelge 4.4). % 70 (w/v) amonyum sülfat doygunluğu, 1,0:0,5 (v/v) homojenat:t-

bütanol oranı ve pH 6,0‘da enzim %191,5‘lik verimle 54,1 kat TPP sisteminin alt fazından 

saflaĢtırıldı. 

Çizelge 4.4. Bacillus licheniformis EA10‘dan izole edilen alkalin proteazın saflaĢtırma tablosu 
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4.5. SDS-PAGE Ġle Enzimin Saflık Kontrolü, Molekül Kütlesinin Tayini ve Zimogramı 

Analizi  

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin saflığının 

kontrolü için SDS-PAGE yötemi kullanıldı. Elde edilen bantları gösteren fotoğraf ġekil 4.18‘de 

gösterildi. Standart proteinlerin ve enzimin jelde yürüdükleri mesafeler ölçülerek Rf değerleri 

hesaplandı. Log MK-Rf değerleri ile çizilen grafik ġekil 4.19‘de gösterildi. Enzimin molekül 

kütlesi 37,67 olarak hesaplandı. 

Proteaz enzimi SDS-PAGE sisteminde yürütülerek zimogram analizi yapıldı. Yapılan analiz 

sonucunda ġekil 4.20‗de görülen proteaz enziminin bulunduğu yer daha açık renkte 

görünmektedir. Enzimin kazeini parçalamasından dolayı jelde diğer bölgelere göre daha açık 

renkteki görüntü proteaz enziminin varlığını doğrulamaktadır. 

 

ġekil 4.19. SDS-PAGE sonucu çizilen Log MK-Rf grafiği 
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ġekil 4.20. B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz 

enziminin SDS-PAGE ve zimogram görüntüsü 
A)Zimogram analiz sonucu B) SDS-Page Görüntüsü 1) Homojenat 2) Alt faz 3) Ara faz  

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin SDS-

PAGE ve zimogram görüntüsü incelendiğinde enzimin alt fazda kaldığı görüldü. 

4.6. Proteaz Enzimi Ġçin Optimum pH ve Stabil pH Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin optimum 

pH‘sı optimum pH‘sı belirlendi. Elde edilen verilere göre çizilen grafik incelendiğinde proteaz 

enziminin en yüksek aktivite gösterdiği  Glisin-NaOH tamponu ve optimum pH  9,5 olarak 

belirlendi. 

 

 

  



77 
 

 

Çizelge 4.5. B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz 

enziminin 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0–8,0), Tris-HCl (pH 7,0–9,0) ve glisin-NaOH (pH 

9,011,0) tampon çözeltileri kullanılarak optimum pH‘sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları. 

 

 

ġekil 4.21. Proteaz enziminin optimum pH‘sı için yapılan aktivite ölçüm grafiği  

Bacillus licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin 

bölüm 3.2.3.6.3 yönteme göre stabil pH‘sı belirlendi. Enzimin pH stabilitesi için 0,1 M sodyum 

fosfat (pH 6,0–8,0), Tris-HCl (pH 7,0–9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0–11,0) tampon çözeltileri 

kullanıldı. Elde edilen verilere göre grafik oluĢturuldu ve proteaz enzimi için stabil pH glisin-

NaOH tamponu pH 9,5 olarak belirlendi 

Çizelge 4.6. Bacillus licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz 

enziminin 0,1 M sodyum fosfat (pH6,0–8,0), Tris-HCl (pH 7,0–9,0) ve glisin-NaOH (pH 9,0–

11,0) tampon çözeltileri kullanılarak stabil pH‘sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları 
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ġekil 4.22. Proteaz enzimi için elde edilen stabil pH grafiği 

4.7. Proteaz Enzimi Ġçin Optimum Sıcaklığın ve Stabil Sıcaklığın Belirlenmesine Yönelik 

Sonuçlar 

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin sıcaklık 

profili ve kararlılığı belirlendi. Enzimin optimum sıcaklığını belirlemek amacıyla 20°C ile 90°C 

arasındaki sıcaklıklar denendi. Elde edilen sonuçlar ġekil 4.21 ve Çizelge 4.7‘de gösterildi. 

Sonuçlar incelendiğinde B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma sistemi ile saflaĢtırılan 

proteaz enziminin optimum sıcaklığı 80°C olarak tespit edildi. 

Çizelge 4.7. B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz 

enziminin optimum sıcaklığı için sıcaklık- bağıl aktivite (%) ölçüm sonuçları çizelgesi 

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

Bağıl Aktivite 

(%) 

87,25 89,58 92,04 93,48 97,04 93,4 100 98,56 
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ġekil 4.23. Proteaz enzimi optimum sıcaklık ölçülmesi için çizilen sıcaklık-bağıl aktivite grafiği 

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin stabil 

sıcaklığını belirlemek amacıyla 20°C‘den 90°C‘ye kadar olan sıcaklık aralığında 30, 60, 90 ve 

120 dk‘lık inkübasyon sürelerinde bekletildikten sonra aktivite tayinleri yapıldı. Elde edilen 

veriler ġekil 4.24 ve Çizelge 4.8‘de gösterildi. Enzimin her bir sıcaklık aralığında iki saat 

inkübasyon sonunda aktivitesini muhafaza ettiği ve sıcaklığa karĢı oldukça toleranslı olduğu 

görüldü. Özellikle 50, 70, 80 ve 90°C sıcaklıklarda enzimin daha kararlı olduğu ve inkübasyon 

süresinin artmasıyla tüm sıcaklıklarda kararlılığının arttığı belirlendi. 

Çizelge 4.8. B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz 

enziminin sıcaklık kararlılığını belirlemek için zaman-sıcaklık- kalan aktivite (%) ölçüm 

sonuçlarının gösterimi 

 Ġnkübasyon Sonrasında Kalan Aktiviteler (%)  

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

30 94,08 86,76 92,12 88,16 100,88 102,93 98,36 102,65 

60 90,96 90,58 95,62 128,44 93,1 122,7 100,19 128,71 

90 118,93 93,15 91,00 108,49 102,14 112,54 106,01 116,55 

120 93,51 101,63 88,99 110,58 102,56 117,94 119,63 119,16 
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ġekil 4.24. Sıcaklığın proteaz enzim kararlılığı üzerine etkisi. 

4.9. Bazı Metal Ġyonlarının Proteaz Enzimi Aktivitesi Üzerine Etkisine Yönelik Sonuçlar 

Metal iyonlarının proteaz enzimi aktivitesi üzerine etkisinin belirlenmesi amacıyla, 1, 5 ve 10 

mM‘lık konsantrasyonlarda Mg
2+

, Mn
2+

, Fe
2+

, Zn
2+

, Co
2+

, Ni
2+

, Li
2+

, Ca
2+

 ve K
+
 metal iyonları 

kullanılarak bölüm 3.2.12.e‘de belirtilen yönteme göre protez aktivitesi belirlendi. Elde edilen 

sonuçlar Çizelge 4.9‘da  ve ġekil 4.25‘te verildi. 1mM‘lık konsantrasyonda Ca
2+

 ve Co
2+

 

iyonları dıĢında diğer metal iyonlarının varlığında enzimin aktivitesini yüksek kararlılıkta 

koruduğu gözlemlendi 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarda Mn
2+

 iyonu varlığında enzim 

aktivitesinde önemli bir artıĢ olduğu görüldü. 10 mM konsantrasyonda Co
2+

 enzimi, %46 

oranında inhibe ettiği tespit edildi. 
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Çizelge 4.9. Bazı metal iyonlarının proteaz aktivitesi üzerine etkisi 

Metal iyonları  1 mM  5 mM  10 mM 

 Kontrol  100±0,00  100±0,00  100±0,00 

 Fe
2+

  91,93 ± 6,007  86,2 ± 9,937 79,69 ± 10,4 

 Mg
2+

  104,9 ± 8,866  113,1 ± 1,057  91,67 ± 4,043 

 Ca
2+

  76,04 ± 1,135   76,04 ± 1,135 76,3 ± 3,646 

 Zn
2+

  94,79 ± 7,165  89,32 ± 1,378 90,63 ± 2,387 

 Co
2+

  75,52 ± 7,306   49,22 ± 14,66 54,69 ± 13,72 

 Ni
2+

  81,77 ± 1,135   90,36 ± 3,783 76,04 ± 12,27 

 Mn
2+

  91,15 ± 3,783  164,1 ± 12,51 237,2 ± 44,07 

 Li
2+

  83,59 ± 4,303  93,23 ± 11,9 77,6 ± 13,43 

 K
+
  94,79 ± 1,378  84,38 ± 14,87 70,83 ± 9,73 
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ġekil 4.25. Bazı metal iyonlarının proteaz aktivitesi üzerine etkisi 
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4.10. Bazı Ġnhibitörlerin Proteaz Enzimi Aktivitesi Üzerine Etkisinin Belirlenmesine 

Yönelik Sonuçlar 

B. licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin üzerine inhibisyon ajanlarının 

etkisinin belirlenmesi amacıyla 2-5 mM‘lık konsantrasyonlarında EDTA, PMSF, DNTB ve %1 

-5‘lik konsantrasyonların  -Merkaptoetanol kullanıldı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.10 ve 

ġekil 4.26‘da verildi. Bu sonuçlara göre,  -Merkaptoetanol ‘ün her iki konsantrasyonun da 

enzimin tamamen inhibe olduğu görüldü. 

Çizelge 4.10. B.licheniformis EA10‘dan elde edilen proteaz enzimi üzerine inhibisyon 

ajanlarının etkisi 

Ġnhibitörler  2 mM  5 mM 

Kontrol 

EDTA 

DTNB 

PMSF 

 100±0.00 

 94,87 ± 1,849 

 39 ± 4,471 

 150,8 ± 9,015 

 100±0.00 

 104,6 ± 1,776 

 134,4 ± 3,59  

  139,5 ± 1,849 

Ġnhibitör                              %1                                            %5 

 -Merkaptoetanol      0   0 

 

ġekil 4.26. B.licheniformis EA10‘dan elde edilen proteaz enzimi üzerine inhibitörlerin etkisi 
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4.11. Bazı Organik Çözücülerin Proteaz Enzim Aktivitesi Üzerine Etkisinin 

Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

DMSO, kloroform, etanol, metanol, t-bütanol, izopropanol ve aseton gibi organik çözücülerin 

%15-%50‘lik konsantrasyonlarda 1 ve 24 saatlik inkübasyon süresinde proteaz enzimi üzerine 

etkisi araĢtırıldı. Elde edilen sonuçlar Çizelge 4.12 ve ġekil 4.27‘de verildi.1 saatlik inkübasyon 

süresi sonunda %15‘lik konsantrasyonda Kloroform‘un enzim aktivitesini arttırıldığı, %50‘luk 

konsantrasyonda ise önemli düzeyde olmamakla beraber aktiviteyi azalttığı gözlendi. Her iki 

konsantrasyon değerinde de etanolün aktiviteyi arttırıcı bir etkiye sahip olduğu belirlenirken, t-

bütanolün %50‘lik konsantrasyonununda ise enzimin kararlılığını koruduğu tespit edildi. 24 saat 

inkübasyon süresinin sonunda ise %15‘lik konsantrasyonda kloroform varlığında enzim 

aktivitesinin %25‘ini etanol varlığında ise % 8‘ini kaybettiği görüldü. Tüm sonuçlar 

değerlendirildiğinde kullanılan organik çözücülerinin hemen hemen tümünde 1 ve 24 saat 

inkübasyon süresi boyunca proteaz enziminin kararlılığını koruduğu görüldü. 

Çizelge 4.11. Bazı organik çözücülerin 1 saatlik inkübasyon süresinde proteaz aktivitesi üzerine 

etkisi 

Organik çözücüler   %15  %50 

Kontrol 

Metanol 

Etanol 

Aseton 

DMSO 

t-Bütanol 

Kloroform 

Ġzopropanol 

 100±0.00 

100,4 ± 2,137 

102,6 ± 6,579 

 94,44 ± 8,254 

 99,15 ± 6,716 

 95,3 ± 4,209 

 104,3 ± 2,991 

 86,75 ± 1,863 

 100±0.00 

97,86 ± 3,651 

103,8 ± 5,338 

98,72 ± 1,48 

 96,15 ± 7,138 

100 ± 7,138 

89,74 ± 9,679 

95,3 ± 3,082 
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Çizelge 4.12. Bazı organik çözücülerin 24 saatlik inkübasyon süresinde proteaz aktivitesi 

üzerine etkisi 

Organik çözücüler  %15  %50 

Kontrol 

Metanol 

Etanol 

Aseton  

DMSO 

Bütanol 

Kloroform 

Ġzopropanol 

 100±0.00 

 100 ± 12,45 

 82,41 ± 4,56 

 112,5 ± 2,122 

 106 ± 4,416 

 107,4 ± 1,669 

 74,54 ± 1,225 

 94,44 ± 2,406 

 100±00 

 86,11 ± 1,604 

 102,8 ± 2,122 

 99,54 ± 1,852 

 91,2 ± 3,241 

 113 ± 12,43 

 107,4 ± 3,616 

 103,2 ± 7,62 

 

 
 

ġekil 4.27. Proteaz enziminin organik çözücülerdeki 1 saat inkübasyon sonundaki sonuçları 
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ġekil 4.28. Proteaz enziminin organik çözücülerdeki 24 saat inkübasyon sonundaki sonuçları 

4.12. Proteaz Enziminin Aktivitesi Üzerine Yüzey Aktif Maddelerinin ve Okside Edici 

Ajanının Etkisinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

B.licheniformis EA10‘dan proteaz enziminin üzerine yüzey aktif maddelerin etkisini ve okside 

edici ajanın etkisini incelemek için %1-5‘lik konsantrasyonlarda SDS, Tween-20, Tween-80, 
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Triton-X-100 ve H2O2 kullanıldı. Yapılan deney sonuçları Çizelge 4.14‘de verildi. %1‘lik 

konsantrasyonlarda Tween-20, Tween-80 ve %5‘lik konsantrasyonda SDS varlığında sırasıyla 

%28 ve %69, %52 aktivite kaybı gözlendi. Ancak Tween-20, Tween-80 ve Triton-X-100 

%5‘lik konsantrasyonlarında ve SDS‘nin %1‘lik konsantrasyonda enzimin aktivitesinin 

tamamen inhibe olduğu görüldü. Okside edici ajan olarak kullanılan H2O2 varlığında enzimin 

akitivitesinin arttığı tespit edildi. 

Çizelge 4.13. B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enzimi aktivitesi üzerine yüzey 

aktif maddelerin ve okside edici ajanın etkisi 

Yüzey aktif maddeler  %1  %5 

Kontrol 

Tween-20 

Tween-80 

Triton-X-100 

SDS 

 100±0.00 

 71,43 ± 9,91, 

51,28 ± 7,983 

 169,2 ± 51,32 

 0 

 100±0.00 0 

 0  

 0  

 47,99 ± 1,597 

 

Okside edici ajan                   %1                                   %5 

H2O2  107 ± 2,039, n=3  102,2 ± 1,679, n=3 

 

ġekil 4.29. B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enzimi üzerine yüzey aktif 

maddelerin ve okside edici ajanın etkisi 
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4.13. B.licheniformis EA10’dan SaflaĢtırılan Proteaz Enzimin Doğal Substratlara Olan 

Özgünlüğün Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin kazein, azokazein, hemoglobin, jelatin 

ve sığır serum albümin (BSA) gibi subsratlar varlığında aktivites incelendi. Enzimin en yüksek 

aktiviteyi kazein ve jelatin subsratlarında gösterdiği belirlendi. 

Çizelge 4.14. B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin doğal 

subsratlara varlığında aktivitesi  

Doğal subsratlar (%0,65 w/v) Bağıl aktivite %100 

Kazein  

Azokazein 

BSA  

Jelatin  

Hemoglobin  

 100 

 64 

 17 

 106 

 52 

 

4.8. KM ve Vmax Değerlerinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

B. licheniformis EA10‘dan üçlü faz ayırma yöntemiyle saflaĢtırılan proteaz enziminin kazein  

substratı varlığında KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi için  Lineweaver-Burk grafiği çizildi. 

Bu grafikten yararlanılarak kazein substratı için KM 1,48 mg/ml ve Vmax değeri 15,87 

mmol.ml
-1

.dk
-1

 ve diğer sonuç olarak tespit edildi. Elde edilen değerler ġekil 4.30‘da gösterildi. 
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ġekil 4.30. Kazein substratı için KM ve Vmax bulunmasına yönelik Lineweaver-Burk grafiği 

4.14. B.licheniformis EA10’dan SaflaĢtırılan Proteaz Enzimin Aktivitesi Üzerine Bazı 

Endüstriyel Deterjanların Etkisinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar 

B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivitesi üzerine bazı ticari olarak 

satılan deterjanların etkisi yönteme göre belirlendi. Kullanılan tüm deterjanların , ariyel sıvı 

deterjanı haricinde enzim aktivitesini artırdığı tespit edildi. 

 

ġekil 4.31. B.licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin aktivitesi üzerine bazı 

ticari olarak satılan deterjanların etkisi 

y = 0,0267x + 0,071 
R² = 0,975 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Ekstrem koĢullara dayanıklı mikroorganizmalar ile ilgili son yıllarda yapılan birçok 

çalıĢmada en çok termofilik mikroorganizmalar grubu dikkat çekmektedir. Sıcak su 

kaplıcalarından izole edilen termofilik bakterilerin en önemli özelligi ekstrem sartlarda 

dayanıklı enzimlere sahip olmasıdır ve bu özellikleri ile biyoteknolojik açıdan dikkat 

çekmektedir. Termofilik  mikroorganizmaların enzimleri üzerinde birçok araĢtırmalar 

yapılmıĢtır (Güven 2011).  

Endüstriyel enzimlerden olan proteazlar gıda ve deterjan gibi pek çok alanda yaygın 

olarak kullanıldıkları için endüstride en baskın olan enzimdir. (Gurung ve ark. 2013). 

Proteazlar, hem fizyolojik hem de ticari alandaki uygulamaları açısından çok önemli bir 

yere sahip olan, proteinleri hidrolize eden enzimler olarak tanımlanmaktadır. Proteolitik 

enzimler proteinler arasındaki peptit bağlarının parçalanmasını katalize etmektedirler. 

Bu tez çalıĢması kapsamında; ekstrem koĢullara dayanıklı proteaz enzimi üretmek 

amacıyla Van Çaybağı ve Hasanabdal Kaplıcalarından temin edilen sıcak su 

örneklerinden toplam 10 adet termofilik bakteri izole edilmiĢtir. Ġzolasyon sonrasında 

yapılan konvensiyonel ve moleküler analizler sonucunda 10 izolat (EA1, EA2, EA4, 

EA5, EA6, EA7: Bacillus thermolactis; EA3, EA9, EA10: Bacillus licheniformis; EA8: 

Anoxybacillus pushchioensis) tür düzeyinde tanılanmıĢtır. Literatür incelendiğinde  

Adıgüzel ve ark. (2009)‘da aynı kaplıcada (Hasanabdal Kaplıcasından) aldıkları su 

örneklerinden termofilik bakteri izole ederek, fenotipik ve genotipik yöntemlerle 

karakterize etmiĢlerdir. Yaptıkları bu çalıĢma ile 5 farklı bakteriyal tür (Geobacillus 

pallidus, Bacillus licheniformis, B. pumilus, Brevibacillus brevis ve Bacillus 

borstelensis) elde etmiĢlerdir. 

Yapılan bu çalıĢmada izole edilen bakterilerin  petri denemesi sonucunda 3 suĢun 

proteaz enzim aktivitesi bakımından pozitif olduğu gözlemlenmiĢ, en yüksek aktiviteyi 

ise EA10 izolatının verdiği tespit edilmiĢtir. B. licheniformis EA10‘dan proteaz 



91 
 

 

enziminin saflaĢtırılması TPP yöntemiyle ilk kez bu çalıĢmada uygulanmıĢ ve bunun 

için tuz, organik çözgen ve pH optimizasyonu yapılmıĢtır.Alkalin proteaz enzimi pH 

6,0‘da, 1,0:0,5 (ham enzim çözeltisi:t-bütanol oranı) ve %70 doygun amonyum sülfat 

kullanılarak uygulanan TPP sistemi ile %191,6 verimle 54,1 kat saflaĢtırılmıĢtır. 

Literatürdeki çalıĢmalara bakıldığında Gagaoua M, (2014) incir ağacı kauçuk sütünden 

izole ettiği fisin enzimini üçlü faz ayırma yönteminde %40 amonyum sülfat varlığında 

ve 1,0:1,075 t-bütanol kullanarak pH‘sı 6,5 ‗da ara fazda %167 verimle 6,04 kat 

saflaĢtırmıĢtır. Chaiwuta et al. (2010) kuru papaya yapraklarından papini %40 

amonyum sülfat, 1,0:0,5 alkol oranı ve pH:7,0 koĢullarında %253 verimle alt fazda 15,8 

kat saflaĢtırmıĢtır. Rawdkuen (2010) ipek otundan izole ettiği proteaz enzimini %65 

amonyum sülfat, 1,0:0,5 oranında t-bütanol değerleriyle  %132 verimle 6,92 kat 

saflaĢtırmıĢ ve enzimin alt fazda kaldığını bildirmiĢtir. Ketnawa et al. balık iç 

organlarından izole ettiği alkalin proteazı %50 amonyum sülfat, 1,0:0,5 t-bütanol oranı 

ve pH:8,0 koĢullarında üçlü faz ayırma yöntemiyle %154 verimle geri kazanmıĢtır. 

Literatür ile karĢılaĢtırıldığında  B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz 

enzimin TPP prosesiyle yüksek saflıkta ve yüksek verimle elde edildiği görülmektedir. 

Bununla birlikte literatür incelendiğinde bu yöntem kullanılarak enzimler yüksek 

verimle saflaĢtırılabilmiĢ ancak saflaĢtırma katsayısı 54,6  değerinde olan sonuca 

rastlanmamıĢtır. 

B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enzimin saflığı ve üçlü faza ayırma 

yönteminde enzimin alt fazda kaldığı SDS-PAGE analizinde tek bant ile teyit edilmiĢtir. 

SaflaĢtırılan proteazın molekül kütlesi 37,67 kDa olarak belirlenmiĢtir. Subtilisinlerin 

molekül kütleleri  20-45 kDa, serin proteazların ise molekül kütleleri 18-35 kDa 

arasında değiĢmektedir (Yıldırım 2014). Literatürdeki çalıĢmalara bakıldığında bu 

değerlerden farklı sonuçlar görmek mümkümdür. SDS-PAGE yöntemini kullanarak 

molekül kütlesini belirlemeye yönelik yapılan benzer çalıĢmalarda Jaouadi et al. (2008) 

34 kDa, Heidari et al. (2008) 36 kDa, Kandasamy et al. (2011) 36 kDa, Jayakumar et al. 

(2012)‘de 36 kDa ve Joshi and Satyaranarayana (2012) 39 kDa‘luk proteazlar elde 

etmiĢlerdir. Embaby et al. (2016), B. licheniformis SHG10 DSM 28096 suĢundan izole 

ettikleri enzimin moleküler ağırlığını 30,4 kDa; Öztürk (2007) ise Van Gölünden izole 
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ettiği B. licheniformis BA-17‘den saflaĢtırılan alkalen proteazın molekül ağırlığının 19,7 

kDa  olarak tespit etmiĢlerdir. 

B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enzimin karakteristik özelliklerini 

belirlemek amacıyla pH ve sıcaklık profili incelenmiĢtir. Endüstriyel açıdan önemli 

enzimlerin yüksek pH stabilitesi göstermesi ve yüksek sıcaklıklarda kararlı kalabilmesi 

istenen önemli özelliklerdendir. B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz 

enzimi için optimum pH 9,5  olarak belirlenmiĢtir. Bu sonuç bize enzimin alkalin 

proteaz olduğunu göstermektedir. Nadeem et al. (2013), Bacillus licheniformis UV-9 

suĢundan optimum pH‘sı 11,0 olan serin proteaz izole etmiĢlerdir. Jaouadi et al. (2009), 

Bacillus pumilis CBS kaynaklı enzimin optimum pH‘sını 10,6 olarak kaydetmiĢtir. 

Toplak et al. (2013), Coprothermobacter proteolyticus türünden pH 8,0 olan proteolisin 

saflaĢtırmıĢtır. Dib et al. (1998) Pyrococcus abyssi 549 suĢundan saflaĢtırdığı enzimin 

optimum pH‘sını 9,0 olarak kaydetmiĢlerdir. B. licheniformis EA10 suĢundan 

saflaĢtırılan proteaz enzimin optimum pH değeri literatürdeki verilerle uyumludur. 

Enzimin alkali pH‘larda yüksek aktivite göstermesi enzimi deterjan endüstrisinde 

önemli kılar. 

B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enziminin sıcaklık profili incelendi 

ve optimum sıcaklık 80°C olarak belirlendi. Literatür çalıĢmalarına bakıldığında;Toplak 

et al. (2013), Coprothermobacter proteolyticus türünden izole ettiği enzimin optimum 

sıcaklığını 85 
o
C, Freidrich and antranikian (1996) Fervidobacterium pennivorans 

türünden izole ettiği enzimin optimum sıcaklığını 80
o
C, Roncari et al. (1976), Bacillus 

stearothermophilus türünden izole ettiklerin metallo proteaz enziminin optimum 

sıcaklığını 80 
o
C, Matsuzawa et al. (1988) Thermus aquaticus T-351 suĢundan izole 

ettikleri enzimin optimum sıcaklığını 80 
o
C olarak belirlemiĢlerdir. Literatürdeki bu 

çalıĢmalarda belirlenen optimum sıcaklık değerleri, saflaĢtırdığımız enzimin optimum 

sıcaklık değeri ile örtüĢmektedir.   

B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enziminini sıcaklık kararlılığını 

belirlemek için 20-90°C sıcaklık aralığında 30, 60, 90, ve 120. dakikalarda aktivite 
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ölçümü yapılarak belirlenmiĢtir. Enzimin sıcaklık kararlılığına bakıldığında tüm 

sıcaklıklarda inkübasyon süresinin enzimin aktivitesinde arttırıcı etki gösterdi. Yapılan 

literatür çalıĢması sonucunda; Nadeem et al. (2013), B. licheniformis UV-9 suĢundan 70
 

o
C ‘de 30 dakika kararlılığını koruyabilen proteaz enzimi izole ettiklerini 

bildirmiĢlerdir. Jaouadi et al. (2009), B. pumilis CBS kaynaklı enzimin stabil sıcaklığını 

80 dk‘lık inkübasyon süresi için 60 
o
C olarak kaydetmiĢlerdir. Toplak et al. (2013), 

Coprothermobacter proteolyticus türünden saflaĢtırdığı proteaz enzimi 80
 o
C iki saatlik 

inkübasyon süresi boyunca  aktivitesini korumuĢtur bu da bizim çalıĢmamızla 

örtüĢmektedir. Heidari et al. (2008) saflaĢtırdıkları enzimin 60 °C üstünde aktivitesini 

kaybettiğini bildirmiĢlerdir. Annamalai et al. (2012)‘de B. halodurans CAS6‘dan elde 

ettikleri proteaz enzimin 1 saatlik inkübasyon sonucunda 70 °C‘de %100, 80 °C‘de %83 

ve 95 °C‘de %40 aktiviteye sahip olduğunu tespit etmiĢlerdir. B. licheniformis EA10 

suĢundan saflaĢtırılan proteaz enzimininin iki saatlik inkübasyon süresi sonunda 50 

o
C‗de kararlılığını %110,58 korurken; 70 

o
C‘de %117,94, 80 

o
C‘de %119,63, 90 

o
C‘de 

ise %119,16 koruduğu kaydedilmiĢtir. Tüm bu sonuçlar, B. licheniformis EA10 

suĢundan saflaĢtırılan proteaz enziminin sıcaklığa karĢı uzun süre oldukça yüksek 

seviyede bir kararlılık sergilediğini göstermektedir ve literatürdeki diğer çalıĢmalar ile 

karĢılaĢtırıldığında sıcaklığa toleransının oldukça fazla olduğu açıktır. B. licheniformis 

EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enziminin yüksek sıcaklıklarda uzun süreli kararlı 

kalabilmesi bu enzimin endüstriyel açıdan oldukça önemli bir enzim olduğunu 

göstermektedir. 

Metal iyonları proteaz üretiminde karakterize edilmesi gereken önemli bir parametredir. 

Büyüme ortamına eklenen bazı metal iyonları mikroorganizmanın büyümesini ve daha 

yüksek verimde enzim üretimini sağlamaktadır. B. licheniformis EA10 suĢundan 

saflaĢtırılan proteaz enzimine metal iyonlarının etkisi incelendiğinde Mn
2+ 

metalinin 

1mM konsantrasyonunda enzimin aktivitesini korurken 5 ve 10 mM‘lık 

konsantrasyonda ise enzimin aktivitesini artırdığı tespit edilmiĢtir. Mg
2+

 metal iyonunun 

1 ve 5 mM‘lık konsantrasyonlarda enzimi aktive ettiği 10 mM‘lık konsantrasyonda ise 

enzimin aktivitesini %91 oranında koruduğu belirlenmiĢtir. Co
+2

 metalinin 5 mM‘lık 

konsantrasyonun enzimin aktivitesini %51 oranda azalttığı gözlemlendi. Metal 
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iyonlarının proteaz enzimi üzerine etkisi incelendiğinde Ca
2+ 

ve Co
2+

 iyonları dıĢında 

denenen diğer tüm iyon varlığında aktivitesini koruduğu görülmüĢtür. Yapılan 

çalıĢmalar incelendiğinde Siriporn ve ark. B. megaterium’dan saflaĢtırılan alkalin 

proteazın aktivitesinin Mn
2+

, Ca
2+

 ve Mg
2+

 varlığında artıĢ gösterdiğini bildirmiĢlerdir. 

Yılmaz ve ark. (2015) yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada B. licheniformis‘ten 

saflaĢtırdıkları termostabil alkalin proteazın aktivitesinin Mg
2+

 Mn
2+

, K
+ 

metal 

iyonlarının varlığında arttığını bildirmiĢlerdir. Fe 
2+

, Ni
2+

, Zn
2+ 

, Co
2+

 ve Ag
+ 

 metal 

iyonlarının enzim aktivitesini düĢürdüğü ve Ca
2+

 iyonu varlığında proteaz enziminin 

kararlılığını koruduğu tespit edildi. Sonuç (2011) B. subtilis‘ten saflaĢtırdığı enzimin 

Mg
+2

 ve Mn
+2

 metal iyonları varlığında aktivitesinin arttığını bildirmiĢtir. Literatürdeki 

çalıĢmalar incelendiğinde; Ca
+2

, Mg
+2

 ve Mn
+2

 metallerinin varlığında enzimin aktive 

olduğunu, Rao et al. (2008)‘de, Divakar et al. (2010)‘da, Annamalai et al. (2012)‘de 

yaptıkları çalıĢmalarda göstermiĢlerdir. Literatürün aksine B.licheniformis EA10 dan 

izole edilen enzimin Ca
+2 

 iyonu varlığında aktivitesini %24 oranında kaybettiği tespit 

edilmiĢtir. 

B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enzim aktivitesi üzerine bazı 

inhibitörlerin etkisinin belirlenmesi amacıyla; serin spesifik inhibitörü olan PMSF; SH-

grubu inhibitörü olan β-merkaptoetanol; sistein spesifik inhibitörü ve sülfidril 

oksidasyon ajanı olan DTNB kullanıldı (Ölmez 2017). Elde edilen veriler sonucunda 

yalnızca β-merkaptoetanol varlığında proteaz enziminin inhibe olduğu görüldü. Yapılan 

literatür taramasında serin alkalin proteazın PMSF varlığında tamamen inhibe olduğu 

görülürken bu tez çalıĢmasında proteaz enziminin PMSF‘den etkilenmediği hatta 

aktivitesinin arttığı gözlemlendi. Ancak B. licheniformis EA10 suĢundan izole edilen 

proteaz enziminin gösterdiği diğer özelliklerinden göz önünde bulundurularak alkalin 

serin proteaz olabileceği düĢünülmektedir. Yapılan literatür taramasında Gessesse et al. 

(2003) yapmıĢ oldukları çalıĢmalarında Nesternkonia sp.Al-20 suĢundan izole ettikleri 

proteaz enzimininin PMSF inhibitörünün 1-10 mM konsantrasyonlarında 1 saat 

muamele sonucu aktivitesinin 1mM konsantrasyonda kararlı kaldığı; 10 mM 

konsantrasyonda ise aktivitesinin %108 arttığını bildirmiĢlerdir. Yapılan bu çalıĢmada 

Nesternkonia sp.Al-20 suĢundan izole edilen  proteaz enzimi bir diğer serin proteaz 
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inhibitörü olan  3,4- diklorokomarin  ile  muamele etmiĢ ve enzimin bu inhibitörde 

aktivitesini %70 oranında kaybetmesi sonucunda enzimin serin proteaz olduğunu idda 

etmiĢlerdir. Bu çalıĢma sonucuna bakılarak  B. licheniformis EA10 suĢundan izole 

edilen proteaz enziminin PMSF‘den etkilenmeyen bir alkalin proteaz enzim olabileceği 

düĢünülmektedir. 

Bu tez çalıĢması kapsamında B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz 

enziminin aktivitesi üzerine organik çözücülerin etkisi incelendiğinde enzimin organik 

çözücülerde önemli derecede kararlılık gösterdiği tespit edilmiĢtir. Enzimin 1 saatlik 

inkübasyon süresi sonunda; %15‘lik konsantrasyon etonol çözeltisinde %102, aseton 

çözeltisinde %94, DMSO çözeltisinde %99, t-bütanol çözeltisinde %95, kloroform 

çözeltisinde %104 ve izopropanol çözeltisinde %86 oranında aktiviteye sahip olduğu 

görülmüĢtür. %15‘lik konsantrasyonlarda 24 saat sonunda metanol, etanol, aseton, 

DMSO, bütanol, kloroform varlığında sırasıyla %100, %82, %112, %106, %107, %74, 

%94 oranında enzim aktivitesine sahip olduğu tespit edilmiĢtir. %50‘lik 

konsantrasyonlarda belirtilen organik çözücülerde 24 saat sonunda metanol, etanol, 

aseton, DMSO, bütanol, kloroform varlığında sırasıyla %86, %102, %99, %91, %113, 

%107, %103 oranında enzim aktivitesini koruduğu tespit edildi. Bu sonuçlara 

bakıldığında B. licheniformis EA10 suĢundan izole edilen proteaz enziminin solvent 

tolerant enzim olabileceğini desteklemektedir. Ibrahim ve ark. Bacillus pumilus TMS55 

tarafından üretilen alkalin proteazın %25‘lik benzen heksan ve toluen gibi organik 

çözücüler varlığında kararlılıklarının koruduğunu bildirmiĢlerdir. Laura Dipasquale ve 

ark. Bacillus thermantarcticus M1‘den saflaĢtırılan proteaz enziminin DMSO, metanol, 

etanol, asetonitril, izopropanol mevcudiyetinde bir hafta boyunca kararlı olduğu 

bulunmuĢtur. Literatürde Rai and Mukherjee (2008)‘de yaptığı çalıĢmada B. subtilis 

strain DM-04‘dan izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesi üzerine %20‘lik organik 

çözücülerin etkisini incelemiĢ ve izopropanol, etanol ve metanolde sırasıyla %102, %97 

ve %105 aktivitesini koruduğunu bildirmiĢlerdir. Literatürdeki çalıĢmalar 

incelendiğinde Yıldırım (2014) A. pallidus C10‘dan elde ettiği proteaz enziminin 

organik çözücüler varlığında yüksek konsantrasyonda ve uzun süreli inkübasyon 

sürelerinde kararlılığını koruduğu tespit edilmiĢtir. Bu tez kapsamında elde ettiğimiz 
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proteaz enzimi endüstriyel proseslerdeki uygulamalar için oldukça güçlü bir aday 

olduğu söylenebilir. 

B. licheniformis EA10‘dan proteaz enziminin üzerine yüzey aktif maddelerin etkisini ve 

okside edici ajanın etkisini incelemek için %1-5‘lik konsantrasyonlarda SDS, Tween-

20, Tween-80, Triton-X-100 ve H2O2 kullanılmıĢtır. Yapılan çalıĢma sonucunda %1‘lik 

Tween-20 ve Tween-80 varlığında enzim aktivitesini sırasıyla %71 ve %51 oranlarında 

koruduğu ve Triton-X-100 yüzey aktif maddesinin enzim aktivitesini arttırıcı etki 

gösterdiği (%169) kaydedilmiĢtir. SDS‘in %1‘lik konsantrasyonunda enzim tamamen 

aktivitesini kaybederken %5‘lik konsantrasyonda enzim aktivitesini %47 oranında 

muhafaza ettiği kaydedildi. %5‘lik Tween-20, Tween-80 ve Triton-X-100  varlığında 

ise enzim aktivitesini tamamen kaybettiği tespit edilmiĢtir. Enzimin okside edici ajan 

H2O2 varlığında ise kararlılığını %1‘lik konsantrasyonunda %107 ve %5‘lik 

konsantrasyonunda %102 oranında koruduğu tespit edilmiĢtir. Literatür incelendiğinde 

Muhammad Nadeem ve ark. (2012) yaptıkları çalıĢmada, Mutant suĢu B. licheniformis 

UV-9 tarafından üretilen alkalin proteaz saflaĢtırılmıĢ ve saflaĢtırılan enzim, Tween-20, 

Tween-45, Tween-65 ve Triton X-45 gibi çeĢitli yüzey aktif maddelere karĢı aĢırı 

kararlılık göstermiĢtir. Buna ek olarak, oksitleyici maddeler, H2O2 ve sodyum perborat 

varlığında %100'den fazla aktivite gösterdiği kaydedilmiĢtir. Bu biyokimyasal özellikler 

B. licheniformis UV-9 'dan üretilen enzimin çamaĢır deterjanları olarak potansiyel 

kullanımının olduğu yorumuna varmıĢlardır. B. licheniformis EA10‘dan izole edilen 

proteaz enziminin yüzey aktif ajanlar varlığında aktivitesini koruyamadığı ancak 

oksitleyici madde olan H2 O2 varlığında aktivitesini önemli ölçüde koruduğu  

kaydedilmiĢtir. Enzimin bu özelliği göz önünde bulundurularak birçok endüstriyel 

alanda cazip bir tercih olduğu düĢünülmektedir. 

B. licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enziminin doğal subsratlara olan 

spesifitesini belirlemek amacıyla %0,65‘lık (w/v) BSA, kazein, azokazein, jelatin ve 

hemoglobin doğal substratların kullanılmasıyla yapılan aktivite ölçümleri sonucunda 

enziminin en iyi kazein ve jelatin varlığında aktivite gösterd ğ  tesp t ed ld . Enz min 

diğer subsratların karĢısında spesifitesi sırasıyla azokazein (%64), BSA (%17) ve 
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hemoglobin (%52) olarak belirlendi. Jaouadi et al. (2008)‘de B. pumilus CBS’den izole 

ettikleri proteazın doğal subsratlara ilgisini sırasıyla BSA (%52), jelatin (%95), 

azokazein (%80), kazein (%100) olarak bildirmiĢlerdir. Divakar et al. (2010)‘da 

Aeromonas veronii PG01‘den izole ettikleri proteaz enzimi için subsrat spesifitesini 

kazein %100, jelatin %83 ve BSA %45 olarak tespit etmiĢlerdir. Jayakumar et al. 

(2012)  B. pumilus MCAS8‘den proteaz enziminin kazeine (%100), jelatine (%84), 

hemoglobine (%71), BSA (%55) ve azokazeine (%40) Ģeklinde spesifite gösterdiğini 

belirlemiĢlerdir. Sarı ve ark. (2015) yapmıĢ oldukları bir çalıĢmada kazein %100 keratin 

%11 ovalbumin %82, jelatin %68 ve BSA‘da %41 oranında aktivite gösterdiği 

bildirildi. Bu sonuçlar bu tez kapsamında yapılan çalıĢmayla örtüĢmektedir. 

Bu tez çalıĢmasında B. licheniformis EA10 suĢundan saflaĢtırılan proteaz enzimi için 

kazein varlığında kinetik parametreleri KM ve Vmax değerleri Lineweaver-burk grafiği 

kullanılarak sırasıyla 0,376 mg/ml ve 14,085 µmol.ml
-1

.dk
-1 

olarak hesaplanmıĢtır. 

Öztürk (2007), yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada B. licheniformis BA17‘den saflaĢtırdığı 

alkalin proteazın KM ve Vmax değerlerini sırasıyla 0,209 mg/mL ve 5,5 µmol.ml
-1

.dk
-1

 ve 

Sarı (2011), B. circulans M34‘ten saflaĢtırdığı enzimin KM  değerini 0,96 mg/mL ve 

Vmax  değerini ise 9,548 µmol.ml
-1

.dk
-1 

 olarak hesapladığı görülmüĢtür. 

Yapılan bu tez çalıĢmasında B. licheniformis EA10‘dan saflaĢtırılan proteaz enzimi 

üzerine ticari olarak satılan sıvı ve katı deterjanların etkisi incelenmiĢtir. Bunun için 

Ariel, Alo, Omo, Rinso, Bingo markalı katı deterjanlar ve Ariyel sıvı ve Perwol markalı 

sıvı deterjanlar kullanılmıĢtır. Enzim aktivitesinin‘de ariel sıvı deterjan haricinde diğer 

tüm deterjanlarda kararlılığını koruduğu kaydedilmiĢtir. Bununla birlikte enzim 

aktivitesinin ariel katı deterjan varlığında önemli artıĢ gösterdiği tespit edilmiĢtir. 

Bu çalıĢmada elde edilen veriler sonucunda; B. licheniformis EA10 suĢundan izole 

edilen proteaz enziminin organik çözücüler varlığında dayanıklı, alkalin ve termostabil 

özelliklere sahip olduğu görülmektedir. Günümüzde endüstriyel uygulamalarda 

kullanımı için alkalin termostabil proteazların kolay ve düĢük maliyetle  
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saflaĢtırılabilme, yüksek ısıl kararlılık gösterebilme ve aktivitenin pH‗dan 

etkilenmemesi gibi özelliklere sahip olması beklenmektedir.   

Bu tez kapsamında B. licheniformis EA10‘dan proteaz enziminin üçlü faz ayırma 

sistemi (TPP) ile saflaĢtırılması literatürde ilk olma niteliğindedir. TPP sisteminde; tuz, 

organik çözgen ve pH optimizasyonu yapıldı ve pH 6,0‘da, 1,0:0,5 (ham enzim 

çözeltisi:t-bütanol oranı) ve %70 doygun amonyum sülfat kullanılarak uygulanan TPP 

sistemi sonucunda %191,6 verimle 54,1 kat saflaĢtırılmıĢtır.Enzimin saflaĢtırma 

katsayısı diğer proteaz çalıĢmalarından daha yüksek bulunmuĢtur. SaflaĢtırma sürecinin 

özellikle yüksek saflıkta enzim elde edilebilmesi, hızlı, ucuz ve tek basamakta 

yapılabilir olması bu sistemin potansiyelini endüstriyel ölçekteki enzim saflaĢtırma 

uygulamaları için yüksek tutmaktadır. 

 Literatürde proteaz enzimi yüksek sıcaklık aktivitesi ve stabilitesiyle özellikle deterjan 

endüstrisi baĢta olmak üzere yüksek sıcaklık toleransına ihtiyaç duyulan bütün 

endüstriyel alanlar için uygun bir enzim olarak düĢünülmektedir. Özell kle alkal n, 

termostab l ve yüzey akt f ajanlara dayanıklı enz mler, deterjan formülasyonunda 

öncelikli bir yere sahiptir. Sonuç olarak B. licheniformis EA10 proteaz enziminin sahip 

olduğu biyokimyasal özellikleri ile endüstriyel alanlarda kullanım için iyi bir 

potansiyele sahip olduğu ve ekonomik açıdan değerlendirilebilir özellikte olduğu 

düĢünülmektedir. 
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