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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Aeribacillus pallidus (P26) BAKTERĠSĠNDEN PEROKSĠDAZ ENZĠMĠNĠN 

SAFLAġTIRILMASI VE KĠNETĠĞĠNĠN ARAġTIRILMASI 

Parham TASLĠMĠ 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

DanıĢman: Doç. Dr. Ahmet ADIGÜZEL 

Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), akseptör olarak rol yapan hidrojen peroksitin ve 

hidrojen atomlarının donörü olarak görev alan, baĢka bir bileĢiğin de bulunduğu bir 

reaksiyonu katalize eden bir oksidoredüktazdır. Bu çalıĢmada peroksidaz enzimi (POD), 

Erzurum-Pasinler kaplıcasından izole edilen termofilik Aerobacillus pallidus’dan (P26) 

(Gen bank no:EU935591) ekstraselüler olarak üretilmiĢ, amonyum sülfat çöktürmesi, 

CM-Sephadeks iyon değiĢim kromatografisi ve Sephakril S200 jel filtrasyon 

kromotografisi yöntemleri ile saflaĢtırılmıĢtır. Karakterizasyon çalıĢmalarında 4-metil 

katekol, H₂O₂, ABTS, pirogallol substrat çiftleri kullanılarak her bir substrat için ayrı 

ayrı optimum pH ve sıcaklık değerleri sırasıyla 7.0, 60°C belirlenmiĢtir. Bu çalıĢmada 

en iyi aktivite veren pirogallol substratı kullanılarak stabilite pH ve sıcaklık değerleri 

tespit edilmiĢtir. Ayrıca her bir substrat için Lineveawer-Burk grafiklerinden 

yaralanılarak Km ve Vmax değerleri ayrı ayrı hesaplanmıĢtır. Bunun yanında 

çalıĢmalarımızda peroksidaz enzimi aktivitesi üzerine etki eden bazı metal iyonları 

incelenmiĢtir. Enzimin molekül kütlesi 31 kDa olarak bulunmuĢtur. Bu iĢlemde ilgili 

enziminin bazı tekstil boyalarının atık sularda giderilmesi iĢlemini nasıl etkilediği 

incelenmiĢtir. Elde edilen bulgulardan saflaĢtırılan ve karakterize edilen peroksidaz 

enziminin katalaz-peroksidaz sınıfına ait olduğu tespit edilmiĢtir. 

2013, 68 sayfa  

Anahtar Kelimeler: Peroksidaz, Aerobacillus pallidus, katalaz-peroksidaz, saflaĢtırma, 

karakterizasyon, pirogallol 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF PEROXIDASE FROM 

Aeribacillus pallidus (P26) 
 

Parham TASLĠMĠ 

Ataturk University 

Graduate School of Natural and Applied Science 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ahmet ADIGUZEL 

Peroxidase (POD, EC 1.11.1.7), which role as acceptor of hydrogen peroxide and 

hydrogen atoms acts as a donor. which catalyzes a reaction of another compound, 

including is an oxidoreductase. In this study, enzyme of peroxidase was produced 

extracellular from thermophilic Aerobacillus pallidus (P26) and isolated from the 

Erzurum-pasinler spring (Gen Bank NO: EU935591) and purified of ammonium 

sulphate, sephacril S200 gel in filtration chromatography, CM-sephadex ion changing 

chromatography and precipitation. In characterization studies, 4-metil katekol, H2O2, 

ABTS, pyrogallol, substrate pairs were used separate optimum PH and temperature 

values were determined 7 and 60°C respectively. For each substrate, Km and Vmax 

values were calculated from Lineweaver-Burk graphs. For each substrate, effects of 

some metal ions on peroxidase activity was examined. Molecular mass of the enzyme 

was found as 31 kDa by using gel filtration. In this process, how rationed enzyme 

effected the process of removal of textile stains in waste water is examined. In addition 

to this, peroxidase enzyme found belonged to the class of catalase-peroxidase. 

 

2013, 68 pages 

Keywords: Aerobacillus pallidus, enzyme characterization, enzyme purification, 

peroxidase, pyrogallol, catalase-peroxidase   
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1. GĠRĠġ 

Mikroorganizmalar optimum büyüme sıcaklıkları dikkate alındığında psikrofiller (20ºC 

altında), mezofiller (20-55ºC) ve termofiller (55ºC üzeri) olmak üzere üç ana gruba 

ayrılırken (CoĢkun 2010), Kristjansson and Stetter (1992), termofil grubu daha da 

geniĢleterek ekstremofil (60-80
o
C) ve hipertermofil (80

o
C üzeri) terimlerini eklemiĢtir.  

Ekstremofil mikroorganizmalar arasında yer alan termofilik bakteriler, özellikle ısıya 

dayanıklı pek çok enzim ve metabolit içermelerinden dolayı günümüz için oldukça iyi 

potansiyel bir kaynaktır (BaĢbülbül ve Bıyık 2010). Bu enzimler karakteristik olarak 40 

ºC‘nin üstünde etkin bir aktivite gösterdiklerinden, biyoteknolojik açıdan büyük öneme 

sahiptirler (Rothschild and Mancinelli 2001; Gomes and Steiner 2004). Ayrıca bu 

termofilik mikroorganizmalar; yüksek sıcaklık, pH, tuz konsantrasyonu ve yüksek 

basınçlı ortamlara uyum sağladıklarından dolayı endüstriyel alanda sıkça kullanılırlar. 

Bu alanda en çok çalıĢan mikroorganizmalar ise Bacillus cinsine aittir (Adıgüzel 2006). 

Termofilik basil proteinleri, sıcaklığa dirençli olmaları nedeni ile pek çok çalıĢmada 

model olarak kullanılmıĢtır. B. subtilis ve zorunlu termofil olan bir Bacillus sp. 

bakterisinden izole edilen enzimlerin, yüksek sıcaklık değerlerinde uzun süre 

aktivitesini kaybetmeden muhafaza ettiği belirlenmiĢtir. Bir baĢka çalıĢmada da B. 

stearothermophilus ve B. cereusʼdan izole edilen 11 farklı enzim karĢılaĢtırılmıĢ, 

enzimlerin 9 tanesinin B. cereusʼa ait enzimlerden daha stabil olduğu, buna rağmen 

piruvat kinaz, glutamat, oxaloasetat transaminaz‘ın ise, mezofiller ile benzer sonuçlar 

gösterdiği tespit edilmiĢtir (Rüdiger vd 1995; Leucschner and Antranikian 1995; Vieille 

and Zeikus 1996; Friedrich and Antranikian 1996; Jorgensen et al. 1997). 

Termofilik bakteriler, sahip oldukları enzim yapılarının özel katlanmalar içermesinden 

dolayı yüksek sıcaklık stabilitesine sahiptir. Ayrıca bu proteinler bazı kritik 

aminoasitlerce de zengindir. Yapılan çalıĢmalarda, termal kararlılığı artıran en az 13 

tane farklı fiziksel ve kimyasal faktörün varlığı belirlenmiĢtir. Bu faktörlerden en 

önemlileri; tuz köprüleri, hidrojen bağları, protein dizisinde yer alan prolin miktarı 

fazlalığı ve gilisin miktarının azlığıdır (Tsou 1988; Jaenicke 1991). 
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Enzimler, canlı organizmadaki biyokimyasal reaksiyonları katalizleyen ve protein 

yapısında olan biyokatalizörlerdir (Lehninger et al. 2005;  Altıkatoğlu vd 2009; Voet 

and Voet 2010). Bir canlıdaki parçalanma ve sentez reaksiyonlarının tümü enzimlerin 

katalitik aktiviteleri ve yöntemleriyle gerçekleĢtirilmektedir. Ayrıca enzimler canlılığın 

oluĢumu ve devamı için gerekli protein yapısındaki maddelerdir. Canlı dıĢında, in vitro 

olarak da aktivite göstermeleri enzimlerin önemini bir kat daha artırmaktadır. Enzim 

üretimi genlerin kontrolü altında gerçekleĢtirilmekte ve her enzimin kendine özgü 

sıcaklık, iyon tepkimesi, pH ve basınç koĢulları bulunmaktadır (Karlson and Telefoncu 

1998). 

Enzimatik reaksiyonların hızlarını; sıcaklık, pH, zaman, substrat konsantrasyonu, enzim 

konsantrasyonu ve inhibitör gibi faktörler etkilemektedir (Daniel et al. 2010). 

Sıcaklık enzimatik reaksiyonları hızlandıran faktörlerden birisi olup, normal Ģartlar 

altında enzimlerin çoğu 50-60ºC gibi sıcaklıklarda denatüre olmaktadır. Doğal sıcak su 

kaynaklarında çoğalmak üzere adapte olan mikroorganizmalardan elde edilen enzimler, 

suyun kaynama noktasına yakın aktivitelerini kaybetmeyip, optimal sıcaklık gösterirler. 

Sıcaklık artıĢı belirli bir yere kadar aktiviteyi artırır, daha sonra aktivitede düĢüĢ baĢlar. 

Enzimin maksimum aktivite gösterdiği sıcaklığa optimum sıcaklık adı verilir (Daniel et 

al. 2010). 

Enzimler katalitik etki gösterirken ortamın hidrojen iyonu konsantrasyonuna bağlı 

olarak aktiviteleri değiĢmektedir. Enzimin maksimum aktivite gösterdiği pH‘ya, o 

enzimin optimum pH‘sı adı verilir. Enzimatik çalıĢmalarda pH‘yı optimumda sabit 

tutmak veya en azından hidrojen iyonu konsantrasyonunu elveriĢli durumda muhafaza 

etmek için tamponlar kullanır. Optimum pH‘nın her iki yanındaki pH değerlerinde 

aktivite kaybı söz konusudur. Bunun nedenleri, pH değiĢimine bağlı olarak enzimin ya 

da substratın taĢıdığı yüklü grupların tabiatının değiĢimi ve enzim denatürasyonu‘dur 

(Altunkaya ve Gökmen 2011). 
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Bir enzim tarafından katalizlenen bir reaksiyon sürerken, reaksiyonun hızı giderek 

düĢer.  

Bunun nedenleri;  

- Ürünlerin birleĢerek aksi yöndeki reaksiyonu iĢletmeleri 

- Substratın tükenmesi  

- Enzimin zamanla inaktive olması 

- Reaksiyonu önleyen maddelerin oluĢumu olabilir 

Bu faktörlerin etkilerinin ortadan kaldırılması için enzim çalıĢmaları çoğunlukla 

substratın yaklaĢık %10‘unun sarf edildiği reaksiyonun baĢlangıç aĢamasında 

gerçekleĢtirilir (Khatun et al. 2012). 

Ayrıca, enzim substratına karĢı doygunluğa ulaĢtığında reaksiyon hızı değiĢmeden 

devam eder. Bu durumda enzim maksimum hız ile çalıĢıyor demektir. Maksimum hız 

Vmax ile gösterilir. Enzim maksimum hız ile çalıĢırken enzim moleküllerinin yarısına 

bağlı substrat konsantrasyonuna Michaelis-Menten sabiti (Km) denilmektedir. Ayrıca 

substrat ilave edildikçe hız giderek daha az artar ve belirli bir Vmax düzeyinde sabit kalır 

(Thongsook and Barrett 2005). 

Enzimatik çalıĢmalarda, enzim miktarı arttıkça reaksiyon hızı o ölçüde artar. Enzimin 

hücrede lokalize olduğu yerde yeterince substrat bulunmadığı için reaksiyon o derece 

yüksek düzeyde meydana gelmez. Substratın bol olduğu koĢullarda enzim 

konsantrasyonu reaksiyon hızı ile doğru orantılıdır (Al-Senaidy and Ismael 2011). 

Ġnhibitörler, enzimatik tepkimelerin hızını azaltan maddelerdir. Bunlar; substratın 

enzimin aktif merkezine bağlanıp, enzim-substrat kompleksinin oluĢumunu önlerler 

(Turgut 2009). 
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Biyokimyasal katalizör olarak bilinen enzimler, reaksiyon hızını 10
20‘

ye kadar 

artırırken, diğer katalizörler 10
2
-10

3
 kadar arttırabilmektedir. Enzimler sadece canlı 

hücreler tarafından sentezlenir. Bu enzimlerin bir kısmı hücre içinde kalır ve burada 

fonksiyon gösterir. Bu tip enzimlere ―intraselülar‘‘ (hücre içi) enzimler denir. Bazı 

enzimler ise hücre içinde sentezlendikten sonra hücre dıĢına salınır ve burada fonksiyon 

gösterir. Bunlara ise ―ekstraselüler‘‘ (hücre dıĢı) enzimler denir (Lehninger et al. 2005; 

Voet and Voet 2010). 

Enzimler; 

- Bazı enzimler, yalnızca proteinden yani amino asitlerden oluĢmuĢtur. 

- Bazı enzimlerin yapısında proteinin yanısıra organik veya inorganik maddeler yer 

almaktadır. Protein yapısında olmayan bu maddelere kofaktör adı verilmektedir. 

- Kofaktörü ile birleĢmiĢ ve aktif halde bulunan enzimlere ―haloenzim” adı 

verilmektedir. 

 

Enzim tarafından değiĢikliğe uğratılan maddelere ―substrat‘‘ denir. Substratlar enzimde 

―aktif merkez‖ denilen özel bir cep Ģeklindeki bölgeye bağlanırlar. Polipeptit zincirinin 

belirli kısımlarının özel katlanmaları sonucu oluĢan aktif merkez, katalitik aktiviteden 

sorumludur (Karlson and Telefoncu 1998).  

 

Enzimlerde aktif merkezin bazı özellikleri;  

- Aktif merkez, Enzimin protein kısmında yer alır. 

- Aktif merkez, Enzimin toplam hacminin çok küçük bir bölümünü oluĢturur. 

- Bazı enzimler, birden fazla sayıda aktif merkez içerir. 

- Substrat aktif merkeze H-bağları, Van-der Waals ve elektrostatik güçlerle çok zayıf 

olarak bağlanır. 

- Aktif merkez, belirli çeĢit sayı ve diziliĢte aminoasitlerden oluĢur. 
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Enzimler tarafından katalizlenen kimyasal reaksiyonların bilimine ―Enzim kinetiği‖ 

denir. Enzim kinetiğinde reaksiyon hızı ölçülür ve reaksiyon Ģartlarını değiĢtirmenin 

etkisi araĢtırılır. Bir enzimin kinetiğinin bu Ģekilde çalıĢılması enzimin katalitik 

mekanizmasını, metabolizmadaki rolünü, aktivitesinin inhibitor veye aktivatörler 

tarafından nasıl kontrol edebileceğini ortaya koyabilir (Lehninger 2005; Voet and Voet 

2010). 

Enzim kinetiği mekanizması Ģu Ģekilde gösterilir; 

    
     
↔   ES 

  
→  EI 

  
→       

Enzim reaksiyonları üzerinde ilk geniĢ kinetik çalıĢmalar 1913 yılında Michaelis-

Menten tarafından yapılmıĢtır. Michaelis-Menten kinetiğine göre baĢlangıç enzim 

deriĢimi sabit alınıp reaksiyon hızının substrat deriĢimine bağlılığı incelenir.  

Michaelis-Menten Bağıntısı Ģu Ģekilde tanımlanır; 

V = 
     [ ]

   [ ]
  (Michaelis–Menten denklemi) 

Burada Vmax; hiperbol asimtodunun y eksenini kestiği noktadır ve maksimum hız olarak 

belirtilir. Maksimum hızın yarısına (Vmax/2) karıĢılık gelen substrat deriĢimi Km 

(Michaelis–Menten sabiti) olarak belirtilir. Vmax ve Km, bir enzimin aktivitesini 

belirleyen önemli enzim sabitleridir (Menten and Michaelis 1913). 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimyasal_tepkime
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Reaksiyon_h%C4%B1z%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kimyasal_kinetik&action=edit&redlink=1
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ġekil 1.1. Michaelis–Menten grafiği 

Michaelis–Menten grafiği 3 bölgeden oluĢmaktadır. Birinci bölgede substrat 

konsantrasyonu düĢük olacağından ([S]<<Km) grafik doğrusaldır. Ġkinci bölgede 

oldukça büyük substrat konsantrasyonlarında herhangi bir ihmal yapılamaz, reaksiyon 

karıĢık dereceden yürür. Üçüncü bölgede [S]<<Km‘dir. V= Vmax olur ve reaksiyon sabit 

bir hızla devam eder. Bu amaçla eksen ölçekleri uygun Ģekilde değiĢtirilerek, değiĢik 

yollardan doğru denklemine dönüĢtürülebilir. Bunlardan en çok kullanılan eĢitlik, 

aĢağıda formülize edilen Lineweaver-Burk denklemidir (Lineweaver and Burk 1934). 

  

 
   

  

     [ ]  
   

 

    
  

Michaelis-Menten denklemi; bir hiperbolik eğrinin denklemi olmasından ve hiperbolik 

eğrinin karakteristik noktalarını belirlemek zor olduğundan, bir enzime ait Vmax ve 

Km‘yi deneysel olarak incelemeyi kolaylaĢtırmak için grafiği doğrusal olan baĢka 

denklemler de önerilmiĢtir. Bunlardan Michaelis-Menten denklemini tersine çevirip 

çarpanlarına ayırmakla elde edilen Lineweaver-Burk denklemi, en sık kullanılanıdır 

(Lineweaver and Burk 1934). 
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ġekil 1.2. Lineweaver-Burk grafiği 

Ġlk olarak geleneksel yöntemle enzimler substratlarının adına veya aktivitelerini 

tanımlayan bir kelime / sözcük grubuna ―az‘‘ son eki eklenerek adlandırılırlar. Ancak 

yeni sınıflamada enzimlere, Enzim Kod (E.C.) numarası olarak 4 haneli bir numara 

verilmektedir. Ġlk numara enzimin altı sınıftan hangisine ait olduğunu, ikinci numara 

etki ettiği kimyasal yapıyı veya fonksiyonel grubu, üçüncü numara akseptörü, dördüncü 

numara ise belli bir sınıfta enzimin aldığı sıra numarasına aittir. 

Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği (IUBMB) tarafından önerilen ve 

benimsenen sistematik adlandırmada enzimler, altı büyük sınıfa ayrılırlar, her sınıfın da 

katalizlenen reaksiyon tipine dayanan alt sınıfları vardır (Turgut 2009); 

1. Oksidoredüktazlar: Yükseltgenme-indirgenme (elektron transferi) reaksiyonlarını 

katalize ederler. 

2. Transferazlar: Fonksiyonel grupların bir molekülden diğerine transferini katalize 

ederler. 

3. Hidrolazlar: Su katılması suretiyle bağların parçalandığı hidroliz reaksiyonlarını 

katalize ederler. 

4. Liyazlar: C-C, C-O ve belli C-N bağlarının yıkımını katalize ederler. 

5. Ġzomerazlar: Bir molekül içindeki geometrik ve yapısal değiĢikleri (izomerik Ģekil 

oluĢumu reaksiyonları) katalize ederler. 
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6. Ligazlar: Yüksek enerjili fosfatların hidrolizi ile birlikte yürüyen karbon ve O, S, N 

arası bağ oluĢumunu katalizlerler. 

 

Biyoteknolojik uygulamalarda enzimlerin yüksek sıcaklıklarda hızlı inaktivasyonu 

büyük bir problem oluĢturmaktadır. Enzimlerin biyoteknolojik uygulamalarda 

kullanılabilmeleri için çalıĢma koĢullarında uzun süre stabil olmaları gerekmektedir. 

Enzimler protein mühendisliği, immobilizasyon teknikleri, stabilize edici katkı 

maddeleri ya da kimyasal modifikasyon yöntemleri ile uygulama koĢullarında daha 

dirençli bir yapıya getirilmektedir (Altıkatoğlu vd 2009). 

Endüstriyel alanda, özellikle enzimatik ve biyokimyasal reaksiyonlarda kullanılan 

termofilik enzimler Ģu özelliklere sahiptir (Adıgüzel 2006); 

1. Termofilik organizmalardan elde edilen enzimlerin termostabil özelliklerine bağlı 

olarak raf ömürleri uzundur. 

2. Denatüre edici ajanlara karĢı daha dirençlidirler. Bu özelliği organik çözücülere 

yüksek ve düĢük pH‘ya karĢı gösterdikleri direnç mekanizmasıyla sağlarlar. 

3. Uygun olmayan Ģartlarda çoğalabildiklerinden, genel bir direnç mekanizmasına 

sahiptirler. 

4. Viskoziteyi ve çözünürlüğü arttırırlar. 

5. Mezofilik Ģartlarda geliĢen patojen mikroorganizmalar yüksek sıcaklık değerlerinde 

aktivitelerini kaybettiklerinden, mikrobiyal kontaminasiyon engellenmiĢ olur. 

6. Kararsız bileĢikler tarafından reaksiyonların engellenmesini önlerler. 

 

Modern enzim teknolojisi; gıda saniyinde, yiyeceklerin korunması, ham materyallerin 

daha etkili kullanılmasında, yiyeceklerin görüntü ve tat gibi özelliklerinin değiĢtirilerek 

kalitesinin arttırılmasında kullanılmaktadır. Ayrıca, termofilik enzimler ilaç, yem, 

dericilik, kağıt, kozmetik sanayide ve ksenobiyotiklerin giderilmesinde geniĢ bir 

kullanım alanına sahiptir. Bunun yanı sıra enzimler çevre kirliliği alanında da 

etkilidirler. Özellikle iĢlem maliyetini düĢürmek ve çevreye zararlı maddelerin 

gideriminde kullanılmaktadır (Rao et al. 1998; Wolfgang 2004).  
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Peroksidaz (POD; EC 1.11.1.7), hidrojen atomlarını vermek eğiliminde olan bileĢikler 

ile bu atomları alıcı durumunda olan H2O2 bileĢiği arasındaki reaksiyonu katalizleyen 

bir oksidoredüktazdır (Fodil et al.  2012). 

POD, hidrojen peroksiti kullanarak organik ve inorganik substratların oksidasyonunu 

katalizlerken, fenoller, hidrokinonlar, hidrokinonid aminler gibi fenolik ve fenolik 

olmayan çok sayıda bileĢiğin dehidrogenasyonunu da katalizler. Bu moleküller arasında 

2-kresol, 2-toluidin, guaiakol, pirogallol, lökomalaĢit yeĢili, 4,4'-diaminodifenilen amin, 

propiyonil promozin, benzidin, o-tolidin, di-o-anisidin ve bazı azo-boya türevleri 

sayılabilir (Fortea et al. 2011; Fodil et al.  2012).  

Peroksidazlar (lignin peroksidazları, mangan peroksidazları, myeloperoksidaz, 

bromoperoksidaz, katalaz-peroksidaz, askorbat peroksidaz ve mangan-bağımsız 

peroksidazları içerisine alır), lakkaz ve H2O2 oluĢturan oksidazlar, lignin biyoyıkımını 

gerçekleĢtiren enzim sistemlerinin bileĢenleridirler. Peroksidazların ekstraselüler 

lokasyonları ve endüstriyel uygulamalardaki potansiyeli (bu potansiyelin çoğu, 

Phanerochaete chrysosporium gibi Basidiomycota grubu funguslara ait peroksidazların 

lignin üzerine etkisini kapsamaktadır) yakın geçmiĢte fungal peroksidazlar üzerine 

yapılan çalıĢmalar sayısını arttırmıĢtır. P. chrysosporium türü kullanılarak üzerinde en 

fazla çalıĢma yapılan peroksidaz çeĢidi; lignin ve mangan-bağımlı peroksidazdır  

(Jassey et al. 2012). 

Birinci sınıf içerisinde yer alan enzimler intraselüler peroksidazlardır. Bu grup: 

mitokondriyal elektron transfer zincirinde bulunan ve muhtemelen toksik peroksidazlara 

karĢı koruma sağlayan, çözünebilir bir protein olan maya sitokrom c peroksidazını; 

geliĢmiĢ bitkilerdeki kloroplastlar ve sitozoldeki hidrojen peroksidin 

uzaklaĢtırılmasından sorumlu ana enzim olan askorbat peroksidazları, hem peroksidaz 

hem de katalaz aktivitesi sergileyen bakteriyel peroksidazları içerisine alır (Mittler and 

Zilinskas 1994; Shigeoka et al. 2002; Shi et al. 2008).  
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Ġkinci sınıfta ise, lignin peroksidazlar ve mangan-peroksidazlar gibi salınan fungal 

peroksidazları içerisine alır. Bunlar ligninin yıkımında rol alan monomerik 

glikoproteinlerdir. Mangan peroksidaz söz konusu olduğunda Mn
2+

 indirgeyici substrat 

olarak görev yapar (Fodil et al. 2012). Lignin peroksidazların izo-formları, lignin ve 

iliĢkili bileĢiklerin depolimerizasyonunun baĢlangıcında merkezi bir rol oynarlar ve azo-

boyalar ile diğer aromatik kirleticiler üzerinde de etki gösterebilirler. Lignin 

peroksidazların, veratril alkolü veratraldehite okside ettikleri de bilinmektedir (Kirk and 

Farrell 1987; Thakker et al. 1992). Mangan-peroksidazlar, aynı zamanda lignin ve bir 

grup fenolik lignin model bileĢiklerinin oksidasiyon ve depolimerizasyonunu da 

hidrojen peroksit aracılığı ile katalizlemektedir (Heinfling 1998; Janusz et al. 2013). 

Üçüncü sınıf üyelerini ise, salınan bitkisel peroksidazlar oluĢturur. Üçüncü sınıf 

peroksidazlar da, monomerik glikoprotein yapısındadır. Bu sınıf hurma yaprakları, 

brokoli, lahana, arpa, bezelye, pamuk, çilek gibi birçok bitki peroksidazını içeren geniĢ 

bir bitki profilini kapsamaktadır (McLellan and Robinson 1987;  Halpin et al. 1989; Lee 

and Klein 1990; Triplett and Mellon 1992; Civello et al. 1995; Kristensen 1999; Deepa 

and Arumughan 2002; Thongsook and Barrett 2005; Nadaroğlu 2009).  

Peroksidaz; bir oksidoredüktaz olup H2O2 ile çeĢitli elektron donörlerinin 

oksidasyonunu katalize eder ve protestik grup olarak ‗b‘-tip heme taĢır. Bu 

mekanizmada enzim, Fe içeren bir porfirin katyon radikalı olan bileĢik biri oluĢturmak 

için peroksitin bir ekivalenti ile reaksyon verir. Bu iki elektronlu bir yükseltgenme ve 

indirgenme reaksyonu olup bu reaksiyondaki hidrojen peroksit suya indirgenirken 

enzimde yükseltgenmektedir. Bir oksitleme ekivalenti ortadaki oksiferrili vererek demir 

üzerine yerleĢir. BileĢik II sonra I substrat radikali vermek için organik substratı 

yükseltger. I, II ürününü vererek ikinci bir reaksiyona maruz kalır. BileĢik II normal bir 

porfirin ligand için düzenlenmiĢ oksiferril bir merkez içerir. Sonuç olarak bileĢik II 

diğer substratla etkileĢerek doğal haline geri indirgenir (Battistuzzi et al. 2012).  
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 ġekil 1.3. Peroksidaz enzimin reaksiyon mekanizması (Turgut 2009) 

Peroksidazlar ayrıca, geniĢ endüstriyel uygulamalara sahip olan bir enzimdir. 

Peroksidazlar pH, DNA, çinko, bakır ve diğer metallerin belirlenmesinde, gıda prosesi 

süresince Ģekillenen reaktif oksijen türleri için de indikatör, fenollü reçine sentezleri için 

ise katalizör, olarak kullanılmaktadır. Ayrıca peroksidaz enziminin, endüstriyel atık 

sularının iĢlenmesinde, yapıĢtırıcılarda, bilgisayar çipleri, araba parçaları ile konserve 

kutuları ve davul astarları gibi çoğu üretim proseslerinde kullanımı hakkında birçok 

araĢtırma bulunmaktadır (Khatun et al. 2012). 

POD enzimi sağlık alanında, bağıĢıklık analiz kitlerinde ve labaratuar deneylerinin 

kilinik teĢhisi için belirteçlerin önemli bir bileĢeni olarak geniĢ bir Ģekilde 

kullanılmaktadır. POD atık sularda oluĢan toksik fenollerin bozulmasında, sentetik 

boyaların renk giderilmesinde, organik çözücülerde fenollerin polimerizasyonunu 

katalize edebilir. Son zamanlarda POD enzimi, deterjan formulasyonunun katkı maddesi 

olarak da kullanılmaktadır. Peroksidazlar aynı zamanda çeĢitli polimerleri sentezlemek, 

organik moleküllerin stereospesifik biyotransformasyonunu ilerletmek ve biyotedavi 

dolayısıyla serbest radikallere yol açan gittikçe artan çekici katalizörlerdir (Humaira and 

Qayyum 2010). 

Pamuk elyafının bünyesinde pigment halinde bulunan renkli maddeler, ham pamuğun 

sarı/kahve renk/renklerinin oluĢumundan sorumludur. PiĢirme ve müteakip yıkamalar 



12 

 
 

 

 

ile temiz elde edilse de, az miktarda pigment hala malzeme üzerinde kalmaktadır. Bu 

nedenle boyanacak ürünlerin önemli bir miktarı için ağartma iĢlemi gerekmektedir. 

Baskı yapılacak veya beyaz olarak kullanılacak malzemeler için ağartma Ģarttır. Pamuk 

üzerinden pigment boyar maddesini uzaklaĢtırmanın en iyi yolu oksidasyondur. Oksidan 

madde olarak sodyum hipoklorit (NaClO), sodyum klorit (NaClO2) veya hidrojen 

peroksit (H2O2) kullanılır. Günümüzde en yaygın kullanılan ağartıcı kimyasal hidrojen 

peroksittir. Endüstride iplikler üzerine fazla miktarda hidrojen peroksit uygulanır ve 

ağartma iĢlemleri bittikten sonra bile ortamda hidrojen peroksit bulunur. Bu nedenle, ön 

terbiye iĢlemi bitirilmeden önce ortamdaki hidrojen peroksitin uzaklaĢtırılması 

gerekmektedir. Bunun için çok defa yıkama yapmanın yeterli olacağı düĢünülse de, 

çevreye verilecek hidrojen peroksitin ekolojik zararları nedeniyle günümüzde, hidrojen 

peroksitin peroksidaz enzimi yardımı ile parçalanması yoluna gidilmiĢtir. Böylece 

boyama iĢlemi öncesi kullanılan hidrojen peroksit, durulamaya gerek kalmadan 

enzimatik tepkime ile su ve oksijene dönüĢtürülür ve böylece çevreye verebileceği 

muhtemel zararın önüne geçilmiĢ olur (O‘Neill et al. 2000).  

Günümüzde 100.000‘in üzerinde sentetik boya ticari olarak kullanılmakta ve yılda 

700.000 ton boya üretimi yapılmaktadır. Bu boyaların %10-15‘i boyama prosesleri 

sonucunda atık su ile çevreye verilmektedir (Wong et al. 1999). Ortama verilen bu 

tekstil boyar maddelerinin tüm canlılar üzerinde olumsuz etkileri bilinmektedir (Soares 

et al. 2001; Friedrich et al. 2005). 

Farklı fiziksel, kimyasal ve biyolojik iĢlemler ve ya bunların kombinasyonları 

kullanılmasına rağmen bütün bu yöntemler tekstil atık suyunun arıtılmasında çoketkili 

olamamaktadır. Son dönemlerde uygun mantarlar ya da bakteriler kullanılan mikrobiyal 

arıtım yöntemleri üzerinde çalıĢmalar sürmektedir. Oksijensiz ortamlarda, atıksuyun 

renginin giderilmesi iĢlemlerinde çoğunlukla çeĢitli bakteri suĢlarının birleĢimi 

kullanılmaktadır (Gottlieb et al. 2003). Ancak böylesi boyaların parçalanmasıile zehirli 

aminlerin meydana çıkmasıile sonuçlanır. Bu nedenle, bu bileĢiklerin oksijenli ortamda 

oksidatif olarak parçalanmasıönerilir (O‘Neill et al. 2000). 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Yüksek sıcaklıklarda yaĢamın keĢfi ve Yellowstone Ulusal parkından Thermus 

aquaticus‘un izolasyonu ve karakterizasyonu biyoteknoloji alanında büyük bir çığır 

açmıĢtır. Bunu mütakiben özellikle T. aquaticus‘un ticari alanda sağlamıĢ olduğu baĢarı 

bilim insanlarını, henüz tespit edilmemiĢ veya belirlenmiĢ olan jeotermal alanlardaki 

termofilik mikroorganizmaların izolasyon, tanılama ve bunlardan endüsriyel önemi olan 

enzimlerin saflaĢtırıması ve karakterizasyonu çalıĢmalarına yönlendirmiĢtir (Gudelj et 

al. 2001; Lindstrom et al. 2002; Younes et al. 2011).  

Endüstriyel alanda yaygın olarak kullanılan enzimlerin büyük bir bölümü 

mikroorganizmalardan elde edilmiĢtir. Bunun temel nedeni; mikroorganizma kaynaklı 

enzimlerin bitkisel veya hayvan kaynaklı enzimlere göre katalitik aktivitelerinin çok 

yüksek olması, daha stabil, ucuz olmaları, istenmeyen yan ürün oluĢturmamaları ve 

fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlara sahip olmalarıdır (Güven 2011).  

Katalaz peroksidaz enzimi; hem grubu içeren, H2O2‘in uzaklaĢtırılmasında rol oynayan, 

aktif bölgesinde genellikle 2 hem grubu ihtiva eden bir enzim olup, reaksiyon 

mekanizmasını aktif bölgelerde yer alan tirozin ve histidin rezüdüleri üzerinden 

gerçekleĢmektedir (Vidossich et al. 2012). Endüstriyel alanda yaygın Ģekilde kullanılan 

peroksidaz enziminin saflaĢtırılması, karakterizasyonu ve endüstriyel kullanım 

alanlarının araĢtırılmasına yönelik çalıĢmalardan bazıları aĢağıda verilmiĢtir:  

Loprasert et al. (1988) tarafından yapılan çalıĢmada; termostable peroksidaz enzimi, 

Bacillus stearothermophilus organizmasından amonyum sülfat çöktürmesi ve jel 

kromatografisi kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. Ġlgili enzimin optimum pH‘sı 6.0, optimum 

sıcaklığı ise 70ºC olduğu, ayrıca bir ay boyunca 30ºC‘de stabilitesini koruduğu 

belirlenmiĢtir. Ġlgili enzim 2,4-diklorofenol - 4-aminoantipirin karıĢımına karĢı aktivite 

gösterdiği, ayrıca H2O2 substrat olarak kullanıldığında ise Km değerinin 1,3 mM olduğu 

tespit edilmiĢtir. 
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Bacillus suĢundan elde edilen katalaz-peroksidaz (CP) enzimi ise amonyum sülfat, jel 

filtrasyon-kromatografi teknikleri kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan CP‘nin 

molekül ağılığının 165 kDa olduğu ve 2 alt birimden oluĢtuğu belirlenmiĢtir. H2O2 

substratı için enzimin Km değerinin 2.6 mM ve Kcat değeri ise 11.475 s
-1

 olduğu tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca CP enzimini azid ve siyanid maddelerinin inhibe ettiği belirlenmiĢtir 

(Gudelj et al. 2001). 

Aptiz and Vanpee (2001) tarafından yapılan bir çalıĢmada, termostable intrasellüler 

olarak peroksidaz (POD) enzimi, B. sphaericus organizmasından elde edilmiĢ ve ilgili 

enzimin aktivitesi guaiakol ve 2,4-dikolorofenol substratlarıyla belirlenmiĢtir. Bu 

enzimin molekül ağırlığının 13 kDa (dimer) ve 26 kDa (tetramer), enzimin optimum 

pH‘sının ise 8,5 olduğu bulunmuĢtur. Ayrıca, enzimin 90ºC sıcaklığa ve pH 11‘e kadar 

stabilitesini koruduğu tespit edilmiĢtir. 

Kanayama et al. (2002) tarafından yapılan çalıĢmada, alkalin manganaz peroksidaz 

(MnP) enzimini Aspergillus terreus‘tan extrasellülar olarak izole edilmiĢtir. SaflaĢtırılan 

enzimin SDS-PAGE sonucunda yaklaĢık 43 kDa büyüklüğünde tek bant verdiği tespit 

edilmiĢtir. MnP enziminin, optimum pH ve sıcaklık değerlerinin ise sırasıyla pH: 12.5 

ve 37ºC olduğu, ayrıca Hg
2+

, Pb
2+

, Ag
+
 gibi bazı metal iyonlarının enzim aktivitesini 

inhibe ettiği belirlenmiĢtir.  

Oliveira et al. (2009) yaptıkları bir çalıĢma ile, MnP enzimini B. pumilus ve 

Paenibacillus suĢundan izole edilmiĢ ve indulin AT, guaiacol, veratril alkol, 

lignosülfonik asit substratları kullanılarak aktivite ölçümü yapılmıĢtır. Saf MnP 

enziminin aktivitesi üzerine pH (5-10 arası)  ve sıcaklığın (30-60ºC arası) etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Sonuçta, MnP‘ın 25-40 kDa ağırlığında ve enzimin en yüksek aktivite 

gösterdiği pH - sıcaklık değerlerinin ise sırasıyla 8.0 ve 25ºC olduğu belirlenmiĢtir.  

BaĢka bir çalıĢmada, reaktif kırmızı 198, reaktif mavi 214, reaktif mavi 21 boyar 

maddelerinin atık sulardan gideriminde Penicillium simplicissimum INCQS 40211 

kullanılmıĢtır. Test izolatının direkt olarak kullanıldığı bu çalıĢma sonucunda;  üç boyar 
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maddenin renginin, yüksek katalaz peroksidaz aktivitesi sonucunda etkin bir Ģekilde 

giderildiği görülmüĢtür (Bergsten  et al. 2009).  

Si and Cui (2012) tarafından yapılan bir çalıĢmada, Perenniporia subacida‘dan 

peroksidaz enzimi; amonyum sülfat çöktürmesi, anyon değiĢimi ve sefaroz GL-6B 

kromatografi yöntemlerini kullanarak saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırılan bu enzimin, molekül 

ağırlığı 43 kDa, optimum pH‘sı 5.5 olarak belirlenmiĢtir. n-Propanol substrat olarak 

kullanıldığında, L-sistein, dithiothreitol, EDTA ve sodyum azid maddelerinin POD 

enzimini inhibe ettiği, Mn
2+

, Na
+
, Mg

2+
 ve K

+ 
metal iyonlarının ise aktive ettiği tespit 

edilmiĢtir. Ayrıca tekstilde kullanılan boyar bir madde olan nötral kırmızı ile enzimin 

muamelesi sonucunda %75,31 oranında renksizleĢme belirlenmiĢtir. 

Al-senaidy and Ismael (2011), peroksidaz (POD) enzimini, DEAE-sefaroz ve sefadeks 

200 koromatografisi ile saflaĢtırmıĢlar. Sonuçta bu enzimin molekül ağırlığını 55 kDa 

ve optimum pHʼsını 5-6 arası bulmuĢlar. Vm ve Km parametreleri guaiakol ve H2O2 için 

sırasıyla 0,77 ve 0,045 mM olarak tespit etmiĢlerdir (Al-Senaidy et al. 2011). 

Literatür taraması sonucunda, dünya üzerindeki çeĢitli jeotermal kaynaklardan 

termofilik mikroorganizmaların izolasyonu, endüstriyel önemli olan peroksidaz 

enziminin saflaĢtırılması ve karakterizasyonuna yönelik çok az sayıda çalıĢma yapıldığı 

anlaĢılmıĢtır. Özellikle geniĢ termal alanlara sahip olan ülkemizde, termofilik 

mikroorganizmaların izolasyonu, tanısı ve sanayi açısından önemli olan katalaz 

peroksidaz enzimin karakterizasyonuna yönelik çalıĢma bulunmadığı, ayrıca bu alanda 

yeni araĢtırmalara ihtiyaç duyulduğu gözlemlenmiĢtir. Bu hedef doğrultusunda, 

Erzurum-Pasinler kaplıcasından izole edilen A. pallidus (P26) izolatının peroksidaz 

enzim üretme potansiyelinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. Ayrıca, peroksidaz enzimin 

(POD);  (NH4)2SO4 çöktürmesi, CM-sefadeks iyon değiĢim ve sefakril S200 jel 

filtrasyon kromatografisi kullanılarak üç basamakta saflaĢtırılması, saf enzimin 

karakterizasyonu için optimum pH‘sı, optimum sıcaklığı, molekül ağırlığı, Vmax ve Km 

baĢta olmak üzere karakteristik özelliklerinin belirlenmesi, son basamakta ise; 

karakterize edilen saf peroksidaz enziminin kullanılarak tekstil sanayisinde kullanılan, 
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büyük çevre problemlerine neden olan bazı boyalar maddelerin atık sulardan giderilmesi 

çalıĢmalarının yapılması planlanmıĢtır.  
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3. MATERYAL ve YÖNTEMLER 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan kimyasal madde ve malzemeler 

ÇalıĢmada kullanılan serum albumin, diyaliz torbası, metanol (CH3OH), glisin, 

N,N,N‘,N‘-tetrametiletilendiamin (TEMED), N,N-metilen-bisakrilamid, ditioeritritol 

(C4H10O2S2), asetik asit (CH3COOH), sodyum karbonat (Na2CO3), akrilamid, Tris 

(trihidroksimetilaminometan), amonyum persülfat ((NH4)2S2O8), commassie brillant 

blue G-250, etanol (C2H5OH), fosforik asit (H3PO4), sodium bisfosfat (Na2HPO4), 

hidroklorik asit (HCl), sodyum hidroksid (NaOH), amonyum sülfat (NH4)2SO4, 

Sefadeks G-100, Sefakril S-200, commassie brillant blue R-250, H2O2, 4-metil katekol, 

ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), guaiakol, pirogallol, 

hidrokinon, Reaktif siyah 5 (C26H22N4Na2O12S4), fuksin (C20H19N3 HCl), allura 

kırmızısı (C18H14N2Na2O8S2), Asit kırmızı 37 diamonyum tuzu (C18H16N4O8S2 2H3N), 

BaCl2, CuCl2, MnCl2, CoCl2, ZnCl2, FeCl2, CaCl2, NiCl2 HgCl2, Etilendiamintetraasetik 

asit (EDTA), sodium bikarbonat (NaHCO3), sodium asetat (CH3COONa). Askorbik asit 

(C6H8O6). 

3.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

Otomatik pipetler (Biohit. Socorex ve Oxford Pipettores) 

UV-Visible Spektrofotometre (Shimadzu. UV-1208) 

Ġnkübatör (Binder BD53, GERMANY) 

Otoklav (HMC Hirayama Hiclava HV-50L, JAPAN) 

Steril Kabin (Esco AC2-4E1, SINGAPORE) 

Çalkalayıcı (Zhicheng ZHWY-200B, CHINA) 

Magnetik KarıĢtırıcı (Daihan Scientific MSH 20A, KOREA) 

pH Metre (InoLab pH730 wtw Series, GERMANY) 
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Derin Dondurucu (Nuaire -86 Ultralow Freezer, NU6613W37, U. S. A.) 

Hassas Terazi (Mettler Toledo AL204, CHINA) 

Buzdolabı (Beko BK9470, TÜRKĠYE) 

Su Banyosu (Memmert WNB14, GERMANY) 

Saf Su Cihazı (GFL 2004, GERMANY) 

Vorteks (Heidolph Reax Top, GERMANY) 

Santrifüj (Hettich EBA 21, GERMANY) 

Kolon (kromatografi kolonu, 1,5 cm x 30 cm, bed: 53 ml ) 

Peristaltik pompa (Labor-Schlauchpumpe PLP 33) 

3.1.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

AraĢtırma süresince kullanılan çözeltiler, hazırlanıĢ biçimleri ve kullanıldıkları yerler 

aĢağıda belirtilmiĢtir. 

1. Tripticase soy broth (TSB): 30 g tripticase soy agar karıĢımı (Oxoid), 1 L saf su 

içerisine ilave edilerek, otoklavlandı (Bal 2012) 

2. Tripticase soy agar (TSA): 40 g tripticase soy agar karıĢımı (Oxoid), 1 L saf su 

içerisine ilave edilerek, sterilizasyon iĢlemine tabi tutuldu. 45-50
o
C‘ye kadar 

soğutulduktan sonra steril petrilere dökülerek katılaĢmaya bırakıldı (Bal 2012). 

3. Diyaliz tamponun hazırlanması; (0,1 M Na2HPO4 pH: 7.0) 14,2 gr Na2HPO4 800 

mL saf suda çözülerek pH‘sı 7.0‘ye ayarlandı. Toplam hacim saf su ile 1000 mL‘ye 

tamamlandı. 

4. Yıkama tampon 10 mM Na2HPO4, pH: 7.0 (Enzimin saflaĢtırılması esnasında 

kullanılan tampon çözelti): 1,56 g Na2HPO4 800 mL saf suda çözüldü ve pH‘sı 7.0‘ye 

ayarlandı. Toplam hacim saf su ile 1000 mL‘ye tamamlandı. 
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5. Elüsyon çözeltisi (10 mM Na2HPO4 pH: 7.0): 35,5 g Na2HPO4 800 mL saf suda 

çözüldü ve pH‘sı 7.0‘ye ayarlandı. Toplam hacim saf su ile 1000 ml‘ye tamamlandı. 

6. Dengeleme tamponu 10 mM Na2HPO4, pH: 7.0 (Enzimin saflaĢtırılması 

esnasında kullanılan tampon çözelti): 15,6 g Na2HPO4 800 mL saf suda çözüldü ve 

pH‘sı 7.0‘ye ayarlandı. Toplam hacim saf su ile 1000 mL‘ye tamamlandı. 

7. Gradient oluĢturma çözeltisi (1M NaCl): 14,6 g NaCl alınarak saf suyla 1000‘e 

tamamlandı. 

8. Aktivite ölçüm çözeltisi (0.1 M Na2HPO4 pH: 7.0): 8 g Na2HPO4 800 mL saf suda 

çözüldü ve PH‘sı 7.0‘ye ayarlandı. Toplam hacim saf su ile 100 mL‘ye tamamlandı.  

9. Guaiakol substratının hazırlanması: Bu substratı hazırlamak için 0,179 g guaiakol 

hassas terazi ile tartıldı. 0,115 µL H2O2 pipetle alındı ve 50 ml sodyum fosfat tamponu 

içerisinde çözüldü.  

10. 4-Metil katekol substratının hazırlanması: Bu substratı hazırlamak için 0,031 g 4-

Metil katekol hassas terazi ile tartıldı.  0,115 µL H2O2 pipetle alındı ve 50 mL son hacim 

olacak Ģekilde sodyum fosfat tamponu içerisinde çözüldü.  

11. ABTS (2,2'-Azino-di-(3-etilbenzthiazolin-6-sulfonik asit) substratının 

hazırlanması: 0,137 gr ABTS ve 0,115 µL H2O2 alınıp, son hacim 50 mL olacak 

Ģekilde sodyum fosfat tamponu içerisinde çözüldü. 

12. Pirogallol substratının hazırlanması: Bu substratı hazırlamak için 0,031 gr 

pirogallol hassas terazi ile tartıldı. 0,115 µL H2O2 alındı ve 50 mL sodium fosfat 

tamponu içerisinde çözüldü. 
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13. Hidrokinon substratının hazırlanması: Bu substratı hazırlamak için 0,031 gr 

hidrokinon hassas terazi ile tartıldı. 0,115 µL H2O2 alındı ve 50 ml sodyum fosfat 

tamponu içerisinde çözüldü. 

14. Metal iyonların hazırlanması:  

CuCl2 (mA: 134,45 g/mol); m=0,0336 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı. 

BaCl2 (mA: 244,28 g/mol); m=0,061 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı. 

MnCl2 (mA: 126,93 g/mol); m=0,0324 gtartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı. 

NiCl2 (mA: 129,69 g/mol); m=0,0324 g tartıldı, saf suda çözüldü son hacim 50 mLʼye 

saf sui le tamamlandı.  

CoCl2 (mA: 129,93 g/mol); m=0,3059 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı. 

ZnCl2 (mA: 236,3 g/mol); m=0,059 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı. 

FeCl2 (mA: 198,83 g/mol); m=0,0497 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı.  

EDTA (mA: 372 g/mol); m=0,093 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye saf 

su ile tamamlandı.  

Askorbik asit (mA: 176,13 g/mol); m=0,044 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 

mLʼye saf su ile tamamlandı.  

CaCl2 (mA: 111,1 g/mol); m=0,02777 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı.  

HgCl2 (mA: 472,09 g/mol); m=0,118 g tartıldı, saf suda çözüldü, son hacimi 50 mLʼye 

saf su ile tamamlandı.  

15. Coommassie Brillant Blue G250 reaktifinin hazırlanması (Proteinlerin 

kantitatif tayininde kullanılan çözelti): 100 mg Coommassie Brillant Blue G250, 50 
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ml %95‘lik etanolda çözülerek 100 mL %89‘luk fosforik asit ilave edildi. Daha sonra 

çözeltinin hacmi saf su ile 1 litre‘ye tamamlandı.  

16. Bovin Serum Albuminin hazırlanması: 1 mL steril distile su içerisinde 1 mg 

Bovine Serum Albumin  (BSA) olacak Ģekilde hazırlandı. 

17. Endüstriyel boyaların hazırlanması: Bu boyalar 50 mg/L konsantrasyonda 

hazırlandı. Önce 0,005 g boya tartıldı ve 100 mL saf su içerisinde çözüldü. ĠĢlem bütün 

boyalar için tekrarlandı. 

18. NaH2PO4 + NaCl tamponun hazırlanması (Moleküler ağırlığın belirlemek 

esasında kullanılan çözelti): 2,99 g NaH2PO4 ve 29 g NaCl tartıldı, daha sonra bu 

maddeler 800 mL saf suda çözüldü ve pH‘sı 6.5‘a ayarladıktan sonra, saf su ile son 

hacim 1 litreye tamamlandı.  

19. NaH2PO4 + Dithioeritrol tamponun hazırlanması (Moleküler ağırlığın 

belirlemek esasında kullanılan çözelti): 5,999 g NaH2PO4 + 0,154 gr dithioeritol 

tartıldı, daha sonra 800 mL saf suda çözülen çözeltinin pH‘sı 6.5‘a ayarlandıktan sonra, 

saf su ile son hacim 1 litreye tamamlandı.  

20. 1 M 100 ml’lik Tris-HCl çözeltisi (pH:6.8): 12,11 g Tris tartıldı, 80 mL saf suda 

çözüldü ve pH‘sı 6.8‘e ayarlandı, son hacmi 100 mL‘ye tamamlandı.  

21. 1,5 M 100 ml’lik Tris-HCl çözeltisi (pH:8.8): 18,17 gr Tris tartıldı ve 80 mL saf 

suda çözüldü, pH‘sı 8.8‘e ayarlandı, son hacmi 100 mL‘ye tamamlandı. 

22. %30 Akrilamid ve Bisakrilamid (%30-%0.8) çözeltisi: 30 g Akrilamid ve 0,8 g 

bisakrilamid tartıldı ve 128 mL distile su içerisinde çözüldü, 37ºC‘de karıĢtırıldı, 0,45 

µm filtre kağıdı ile filtre edilip, pH‘sı 7.0‘ye ayarlandı. 
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23. SabitleĢtirme çözeltisi: Bir beher içerisinde, %50 izopropanol (50 g) + %10 TCA 

(10 g) + %40 saf su (40 ml) birleĢtirildi ve 20 dk süreyle karıĢtırıldı. 

24. Elektroforezde kullanılan boyama çözeltisi: 50 mL metanol + 10 mL asetik asit + 

40 mL saf su karıĢımı içerisinde, 0,1 g Commassie Brillant Blue reaktifi çözüldü ve son 

hacimi 100 mL‘ye tamamlandı. 

25. Elektroforezde kullanılan yıkama çözeltisi: 50 mL metanol+10 mL asetik asit+40 

ml saf su karıĢımı bir beher içerisinde iyice karıĢtırıldı. 

26. %10 SDS çözeltisi: 10 g SDS tartıldı ve 50 mL saf su içerisinde ısıtarak çözüldü ve 

son hacmi 100 mL‘ye tamamlandı. 

27. %10 APS (Amonyum Persülfat) (2ml) çözeltisi: 0,2 g APS, 1,8 mL distile su 

içerisinde çözüldü. 

28. Ayırma jelin hazırlanması: 15 mL 1M Tris-HCl (PH: 8,8), 10,7 mL %30‘luk 

akrilamid, %0.8‘lik bisakrilamid, 0,61 mL %0.1 SDS, 0,4 mL %5‘lik TEMED 

(N,N,N‘,N‘-tetrametil etilen diamin), 11,9 mL saf su ile karıĢtırıldı, bu karıĢımın 

üzerine 0,8 mL %1.5‘lik amonyum persülfat (NH4)2S2O8 ilave edildi. 

29. RenksizleĢtirme çözeltisi ise: %7,5 asetik asit, %5 metanol ve %87,5‘luk sudan 

ibarettir. 

30. 0,05 M Na2HPO4, 1 mM ditiotreitol, pH 7,0 (Molekül ağırlığını tespit etmek 

için kullanıldı): 0,1542 g ditioeritritol ve 7,075 g Na2HPO4, 950 mL deiyonize suda 

çözüldü ve 1 N HCl ile pH‘sı 8‘e ayarlandıktan sonra, toplam hacmi deiyonize su ile 1 

L‘ye tamamlandı.  
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Protein tayini 

3.2.1.a. Coomassie blue yöntemiyle protein tayini  

Bradford yöntemi Coommassie Brillant Blue G250 boyasının farklı 

konsantrasyonlardaki proteinlere bağlanarak değiĢik renk Ģiddetinde mavi renkli 

kompleksler meydana gelmiĢtir. Kompleksin oluĢmasında proteinin amino asit bileĢimi 

önemlidir. Boyanın özellikle arjinin gibi bazik amino asitlere ve bazı aromatik amino 

asitlere bağlanma eğiliminde olduğu gösterilmiĢtir. Yöntemde oluĢan kompleksin renk 

Ģiddeti 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans vermektedir (Bradford 1976). 

Protein miktarları kantitatif olarak Bradford metoduna göre belirlendi. Bu yöntem diğer 

protein tayin yöntemlerinden avantajlı tarafı kısa sürede uygulanabilirliği fazla bozucu 

faktörlerin bulunmaması ve protein-boya kompleksinin çözelti ortamında uzun sure 

kalabilmesidir. Bu yöntemin hassasiyeti 1-60 µg arasındadır. 

Çizelge 3.1. Coomassie Blue ile protein tayininde kullanılan madde miktarları  

Serum albumin (BSA) miktarı 

(µl) 

Saf su miktarı (µL) Coomassie Blue miktarı 

(ml) 

5 95 5  

10 90  5  

20  80  5  

30 70 5  

50  50  5  

70  30  5  

Tabloda verilen Bovine Serum Albumin (BSA), Saf su ve Coomassie Blue maddelerini 

birleĢtirip, 10 dk oda sıcaklığında beklettikten sonra 595 nm‘de absorbans değeri 

ölçülerek, standart grafik çizildi. 
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Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında ve diyaliz iĢlemleri sonucu elde edilen numuneler 

595 nm dalga boyunda absorbansı ölçülerek, standart protein grafiği ile protein miktarı 

tayin edilmiĢtir (Bradford 1976; Köksal 2007). 

3.2.1.b. Peroksidaz aktivitesi tayini  

ÇalıĢmada POD enzim aktivitelerinin saptanmasında kullanılan bu yöntem, 430 nm 

dalga boyu ve 55ºC sıcaklıkta ve H2O2 varlığında, pirogallolun peroksidaz 

katalizörlüğünde purpurogallin oluĢturması esasına dayanır. 

 

POD aktivitesi; önceden hazırladığımız pirogallol substrat çözeltisinden, 2.5 mL alınır 

ve 500 µL enzim ilave edilerek, 5 dk süre ile 430 nm‘deki absorbans artıĢ oranı 

belirlenir. Aynı miktarlarda Km ve Vmax değerlerini bulmak için, ABTS, hidrokinon ve 

4-metil katekol substrat olarak, dalga boyuları sırasıyla 734 nm, 340 nm, 412 nmʼde 

ölçüm yapılarak aktivite tayini yapılmıĢtır. Enzim çözeltisi yerine enzimin içinde 

bulunduğu tampon ilave edilerek hazırlanan kör numune olarak kullanılmıĢtır (Topçular 

2006). 

3.2.1.c. Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi 

Katalaz aktivitesi Havir and Mchale‘e (1987) tarafından geliĢtirilen yöntem kullanılarak 

yapılmıĢtır.  Bu yöntemin esası; CAT aktivite ölçüm ortamındaki H2O2‘nin O2 ve 

H2O‘ya dönüĢümünü sağlarken meydana gelen absorbans azalmasının 240 nm‘de 

izlenmesi esasına dayanmaktadır. Aktivite ölçümü kısaca Ģu Ģekilde yapılmıĢtır: 103 

mM KH2PO4 tamponundan 1,475 mL ve 40 mM'lık H2O2 substrat çözeltisinden 1,5 mL 

konulduktan sonra, 25 μL enzim ilave edilmiĢ ve 240 nm‘de 3 dakika boyunca 1 dakika 
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aralıklarla köre karĢı absorbansı okunmuĢtur. Ölçümlerde absorbansın doğrusal olarak 

azaldığı aralıktan dakika baĢına absorbans azalması hesaplanmıĢtır. 25°C‘de, 1 dakika 

içinde, absorbansı 1 μmol azaltan enzim miktarı 1 enzim ünitesi olarak kabul edilmiĢ ve 

enzim ünitesi (EU/mL) olarak sunulmuĢtur. 

3.2.2. Termofilik bakteri suĢun izole edilmesi 

ÇalıĢmada kullanılan termofilik Aerobacillus pallidus (P26) (Gen bank no: EU935591) 

suĢu, Sayın Hocam Doç. Dr. Ahmet Adıgüzel ve çalıĢma arkadaĢları tarafından 

Erzurum‘un Pasinler ilçe kaplıcasından izole edilerek tanımlanmıĢ, bu çalıĢmada 

kullanılmıĢtır (Adıgüzel 2009). 

3.2.3. A. pallidus(P26)’nın sıvı besi yerinde yetiĢtirilmesi ve homojenatın 

hazırlanması 

Litresinde 40 gr Tripticase soy agar ihtiva eden besi yeri otoklavlanıp soğutuldu ve 

petrilere döküldü. Daha sonra derin dondurucuda -86 
o
C‘de muhafaza edilen A. pallidus 

(P26) bakterisi petri plaklarına steril koĢullar altında çizgi ekim yöntemiyle aktarıldı. 

Petriler 55
o
C‘ye ayarlanmıĢ inkübatörde 1 gece inkübasyona bırakıldı. Herhangi bir 

kontaminant içermeyen bu kültür ortamından bir öze dolusu alınarak, 121
o
C‘de 15 dak. 

otoklavlanıp soğutulan ve litresinde 30 gr Tripticase soy broth içeren sıvı besiyerine 

steril kabin ortamında aktarıldı. Sıcaklığı 55
o
C‘ye ayarlanmıĢ çalkalayıcıda 1 gece 

inkübasyona bırakılarak bakterilerin üremesi sağlandı (Çiftçi vd 2004) 

3.2.3.a. Ġndükleme iĢlemleri 

Erlen içiriĢindeki A. pallidus (P26) bakteri kültüründeki peroksidaz enziminin üretimini 

arttırmak üzere indükleyici ajan olarak H2O2 ve pirogallol ilave edilmiĢ ve sonuçta 

sentez miktarında artıĢ gözlemlenmiĢtir. Çalkalayıcıda 2 gün süre ile inkübasyona 

bırakılan kültür peroksidaz enziminin saflaĢtırılmasında kullanılmıĢtır (Cunha et al. 

2010). 
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3.2.4. Enzim saflaĢtırma iĢlemleri 

3.2.4.a. Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz iĢlemleri 

Ham enzim ekstraktı süzüldükten sonra santrifüjde 5.000 rpm‘de 15 dak süresince 

sanrifüjlenmiĢ ve enzim homojenatı sırasıyla %0-20 %20-40 %40-60 %60-80 %80-100 

aralıklarında amonyum sülfat çöktürmeleri yapılmıĢtır (Nadaroğlu 2009). Çöktürme 

iĢlemleri sırasında kullanılacak katı amonyom sülfat miktarı aĢağıdaki formülle göre 

hesaplanmıĢtır:  

g[(NH4)2SO4] = 1,77xVx( S2 - S1 ) / 3,54 - S2 

V = Süpernatant 

S1 = 1‘ in kesri Ģeklinde mevcut amonyum sülfat doygunluğu 

S2 = 1‘ in kesri Ģeklinde istenilen amonyum sülfat doygunluğu 

Amonyum sülfat çöktürmesi sırasında, ham ekstrakta katı (NH4)2SO4 az miktarlarda 

ilave edilmiĢtir. Her ilave sırasında daha önce katılan (NH4)2SO4‘ların çözünmüĢ 

olmasına dikkat edilmiĢtir. Bu iĢlem yarım saatle-bir buçuk saat arasında 

sürdürülmüĢtür. Katı amonyum sülfat katılmasından sonra belirtilen doygunluğa 

getirilen süspansiyon hızlı bir Ģekilde süzülerek 5.000 rpm‘de 15 dak boyunca santrifüj 

edilmiĢtir (Nadaroğlu 2009). 

Her santifirüj iĢleminden sonra, enzim varlığına aktivite ve protein tayini yapılarak 

bakılmıĢtır. Tüm bu iĢlemler +4°C‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Amonyum sülfat çöktürmesi 

sonucu elde edilen enzim çözeltisi diyaliz torbasına yerleĢtirildmiĢtir. Diyaliz torbası, 

içinde pH: 7,0 fosfat tamponuna karĢı 6 saat süreyle diyaliz edilmiĢtir. Bu iĢlem 

sırasında tampon çözelti en az 2 defa değiĢtirilmiĢ ve bu iĢlemler magnetik karıĢtırıcı 

üzerinde +4°C‘de gerçekleĢtirilmiĢtir. Yapılan aktivite ölçümlerinden %60-80 

amonyum sülfat doygunluğunda enzimin çöktüğü belirlenmiĢtir (Nadaroğlu 2009).  
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3.2.4.b. Enzim CM-sefadex A50 iyon-değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırılması 

Bu çalıĢmada CM-sefadeks A50 iyon değiĢim kromatografisi kullanıldı. ÇalıĢmada 

kullanılan katyon değiĢtirici CM-sefadeks A50 iyon değiĢim materyalinden, 100-120 ml 

yatak hacmi elde edebilmek için 4 g jel 100 mL distile suya aktarılarak 1 gece 

bekletildi. Sonra bu jel kolona aktarıldıktan sonra 100 mM fosfat tampon ile dengelendi. 

Kolonun akıĢ hızı peristaltik pompa yardımıyla 15 mL/saate ayarlandı. Jel üzerindeki 

tampon seviyesi jel düzeyine indirilerek diyalizden elde edilen ekstraselüler homojenat 

çözeltisi, kolona tatbik edildi. Daha sonra 10 mM fosfat tampon ile yıkama iĢlemi 

yapıldı ve yıkama iĢlemine, üstten ilave edilen yıkama tamponu ile alttan alınan 

elüatların pH‘sı ve 280 nm deki absorbans değerleri eĢitleninceye kadar devam edildi. 

Yıkama tamamlandıktan sonra, elüsyon için gradient mikserin kolona bağlı olan ve bir 

mekanik karıĢtırıcı ile karıĢtırılan haznesine, 250 mL 100 mM fosfat tamponu ve bu 

hazneye açılan diğer hazneye ise 100 mM fosfat tampon ile hazırlanmıĢ 250 mL ve 1 M 

NaCl dolduruldu ve artan iyonik Ģiddetle lineer gradient elüsyonu baĢlatıldı. Sonra 3 

ml‘lik hacimler halinde tüplere alındı ve her bir elüantın 280 nm‘de absorbansına ve 

430 nm‘de pirogallol substratı kullanılarak aktivite ölçümü yapıldı. Aktivite gösteren 

tüpler birleĢtirildi ve Fraksiyon sayısı-Aktivite/Absorbans grafiği çizildi. Enzimin 

sıcaktan dolayı aktivite kaybına uğramaması için hem alınan elüantların hem de 

gradient mikserin içindeki elüsyon tamponunun etrafı buz ile kapatılarak ortamın soğuk 

olması sağlandı. BirleĢtirilen elüantlar ve kolona tatbik edilen numunede Bradford 

metoduna göre kantitatif protein tayini ve enzim aktivite tayinleri yapılarak spesifik 

aktiviteler hesaplandı ve saflaĢtırma oranları belirlendi. (Nadaroğlu 2009). 

3.2.4.c. Enzimin Sefakril S200 jel filtrasyon kromatografisi ile saflaĢtırılması 

Bir önceki basamakta elde edilen enzimin deriĢikleĢtirilmesi amacıyla %100 amonyum 

sülfat çöktürmesi yapılmıĢ ve az miktar fosfat tamponu içerisinde çözüldükten sonra 

aynı tampona karĢı diyalizlenmiĢtir. Ardından, önceden dengelenmiĢ olan Sefakril S200 

jel filtrasyon kolonuna tatbik edilmiĢ ve aynı tampon ile kolondan elüatlar, 3‘er mL‘lik 

hacimler halinde alınmıĢtır. 



28 

 
 

 

 

280 nm‘de her bir elüatın absorbans değerleri belirlenmiĢ, kör olarak fosfat tamponu 

kullanılmıĢtır. Yüksek absorbans veren tüplerde pirogallol substrat ile aktivite tayini 

yapılmıĢtır. En yüksek aktivite veren tüpler birleĢtirilerek enzim havuzu oluĢturulmuĢ,  

enzimin karakterizasyonu ve atık sulardan tekstil boyar maddelerinin giderilmesinde 

kullanılmak üzere saklanmıĢtır (Whitaker 1963).  

3.2.5. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim saflığının kontrolü 

Elde edilen enzim örneğinin alt birim sayısının belirlenmesi amacı ile bu iĢlem 

kullanıldı. Bunun için elektroforez plakaları, su ve alkol ile iyice yıkandı. Plakaları 

birleĢtiren mıkalara ince bir tabaka halinde vazelin sürüldü. Ġki cam plaka birbiri üstüne 

konuldu ve kıskaçlarla tuturularak jel hazırlama cihazına yerleĢtirildi. Ayırma jeli 

hazırlanarak plakalar arasına enjektörle sıkıldı. Bu iĢlemler yapılırken hava almaması 

sağlandı. Jel yüzeyinin pürüzsüz olması için %10‘luk SDS ile ince bir tabaka 

oluĢturuldu. KatılaĢıncaya kadar hemen hemen yarım saat beklendi. KatılaĢtıktan sonra 

üzerindeki %10‘luk SDS ayrıldı. Daha sonra yığma jel üst yüzeye kadar ilave edildi. 

Üzerine tarak dikkatlice koyduktan sonra tarağın da üzerine nemli süzgeç kağıdı 

yerleĢtirilerek bir gece bekletildi. Ertesi gün tarak dikkatlice çıkarılarak plakalar 

elektroforez tankına yerleĢtirildi (Köksal 2007; Laemmli 1970). 

OluĢan boĢluklar iĢaretlendi ve jelin üstü önce saf su, sonra da yürütme tamponu ile 

yıkandı. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu yerleĢtirildi. 

Örnekler, her birinde 20 µg protein olacak Ģekilde hazırlandı. Toplam hacim 100 µg 

olacak Ģekilde 1/1 oranında örnek tamponuna eklendi. Üç dakika süre ilekaynar su 

banyosunda inkübe edildi. Numuneler soğutularak, elektroforeze çok ince bir enjektör 

yardımıyla yerleĢtirildi. Tank kapağı kapatılarak, (+) kablo (Anot) ve (-) kablo (katot) 

bağlandı. Ġlk olarak yarım saat boyunca sisteme 80 voltluk akım verildi. Daha sonra 

akım 150 volta ayrıldı, 4-5 saat oda sıcaklığında bekletildi. Akım kesilerek, cam 

plakalar arasındaki jel dikkatlice ayrıldı. Bu yürütme tamponu tekrar kullanılmak üzere 

saklandı ve sabitleĢtirme çözeltisinde 15 dakika süre ile bırakıldı. Daha sonra fikse 

çözeltisinden çıkarılan jel, özel kabına konularak boyama çözeltisi üstünü örtünceye 
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kadar eklendi. 45 dakika kadar çalkalayıcı üzerinde bırakıldı. Daha sonra boyama 

çözeltisinden çıkarılarak, renksizleĢtirme çözeltisine alındı. Belirli aralıklarla 

değiĢtirilmek suretiyle jelin zemin rengi açılıp, protein bantları belirginleĢinceye kadar 

1-2 gün bu çözelti içinde çalkalandı. Bundan sonra jeller %30‘luk etil alkol içine alındı 

ve fotoğrafları çekildi (Köksal 2007; Laemmli 1970). 

Ayırma jeli Ģöyle hazırlandı; 15 mL Tris-HCI (pH 8,8), 13,2 mL %30‘luk akrilamid- 

%0,8‘lik bisakrilamid, 0,6 mL %1‘lik SDS, 0,4 mL %5‘lik TEMED (N,N,N‘,N‘-

tetrametiletilen diamin) ve 9,4 mL su karıĢtırıldı. Bu karıĢımın üzerine en son olarak 0,8 

mL %1,5‘lik amonyum persülfat [(NH4)2S2O8] ilave edildi. 

Yığma jelinin hazırlanması ise Ģöyle yapıldı; 1 M‘lik Tris-HCl‘den 1,24 mL, %30 

akrilamid-%0,8‘lik bisakrilamid‘den 1 mL, %0,1‘lik SDS‘den 0,1 mL, %5‘lik 

TEMED‘den 0,1 mL ve sudan 7,8 mL alınarak karıĢtırıldı. Son olarak yine günlük 

hazırlanmıĢ, %1,5‘lik PER‘den 0,2 mL ilave edildi. 

3.2.6. Optimum pH’nın belirlenmesi 

Optimum pH için pH 2.0‘den 11‘e kadar on farklı pH ortamında çalıĢılmıĢtır. pH 

2.0‘den 5.0‘e kadar asetat, pH 5.0‘ten 8.0‘e kadar fosfat ve pH 8.0‘den 9.0‘a kadar da 

Tris / HCl ve pH 10.0'dan 11'e kadar ise karbonat tamponları kullanılmıĢtır. Bu tampon 

çözelti aralıklarında enzimin aktivitesi 4-metil katekol, ABTS ve pirogallol olmak üzere 

3 farklı substrat ile bakıldı ve spektrofotometrik olarak aktivite ölçülüp¸ bulgular grafik 

halinde verildi (Nadaroğlu 2009; Dawkar et al. 2009). 

3.2.7. Enzimin stabil pH’nın bulunması 

Belirtilen pH‘lardaki tampon çözeltilerin 2500 µL‘sine¸ 500 µL enzim çözeltisi ilave 

edilerek 4ºC‘de muhafaza edildi. BaĢlangıçta aktiviteler ölçüldükten sonra 240 saat 

boyunca her 48 saatte bir aktivite ölçümü yapılarak, enzimin stabil olduğu pH belirlendi 
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ve daha sonra aktivite değerleri grafikler halinde gösterildi (Nadaroğlu 2009; Dawkar et 

al. 2009). 

3.2.8. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

POD enzimin optimum sıcaklığını belirlemek için 20¸ 30¸ 40¸ 50¸ 60¸ 70¸ 80 ve 

90ºC‘lerde çalıĢıldı. Sıcaklığın enzim aktivitesi üzerindeki etkisinin incelenmesi 

amacıyla yapılan çalıĢmalar, her substrat için optimum pH değerlerinde yapıldı. 

Ġstenilen sıcaklıklar, sirkülatörlü su banyosu kullanılarak ayarlandı. Mümkün olduğu 

kadar hızlı bir Ģekilde enzim çözeltisi aktarılarak aktivite ölçümleri yapıldı. Her bir 

substrat için optimum sıcaklık değerleri belirlendi. Bu iĢlemde 500 µL enzim, 

ependorflara konulup termal blokta 5 dak süreyle bekletildi. Daha sonra üzerine 2.5 mL 

substrat içine ilave edildi ve aktivite ölçümü yapıldı. Bulgular grafik halinde verildi. En 

yüksek absorbans değerinin elde edildiği sıcaklık derecesi enzimin en iyi çalıĢtığı 

(optimum aktivite gösterdiği) değer olarak değerlendirildi (Dawkar et al. 2009). 

3.2.9. Enzim stabilitesinin üzerine sıcaklığın etkisi 

Enzimin stabil sıcaklığı belirlemek için enzimin optimum pHʼsında 15, 30, 45, 60 dak 

süre ile enzimi belirtilen sıcaklıklarda bekletip sonra substrat ilave edilerek aktivite 

ölçümleri alındı (Nadaroğlu 2009; Dawkar et al. 2009). 

3.2.10. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekül ağırlığının tayini 

Enzim saflaĢtırıldıktan sonra jel filtrasyon kromatografisi kullanılarak molekül ağırlığı 

tayin edildi. 

Bunun için önce, Sefadeks G-100 distile su içerisinde 90°C‘de 5 saat süreyle ĢiĢirildi. 

Hazırlanan jel bir huni vasıtasıyla (1,3x30 cm) kolona paketlendi. Kolon 24 saat süreyle 

0,05 M Na2HPO4, 1 mM ditioeritritol, pH 7:0 tamponu ile dengelendi. Dengelenme 
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iĢlemine, kolonun altından alınan çözelti 280 nm‘de absorbans vermeyinceye kadar 

devam edildi. DengelenmiĢ olan kolona önce konsantrasyonu 0,2 mg/mL olacak Ģekilde 

molekül ağırlıkları bilinen standart protein yüklendi ve 0,05 M Na2HPO4, 1 mM 

ditiotreitol, pH 7.0 tamponu ile elüe edildi. Elüatlar 3 mL olarak alındı. Peristatik 

pompa vasıtasıyla akıĢ hızı 20 mL/saat olacak Ģekilde ayarlandı (Whitaker 1963). 

Elüatların 280 nm‘de absorbans değerleri belirlendi. Alınan sonuçlar grafik halinde 

verildi. Aynı Ģartlarda, dengelenmiĢ kolona saf enzim yüklendi ve elüsyon alındı. 

Elüatların 280 nm‘de absorbans değerleri belirlendi ve sonuçlar standart grafikten 

belirlendi. 

3.2.11. Vmax ve Km değerlerinin belirlenmesi 

A. pallidus (P26)’dan kültüre edilen ve saflaĢtırılan peroksidaz enziminin maksimum 

hızları (Vmax) ve Michaelis-Menten sabiti (Km), ABTS, 4-metil katekol, pirogallol, 

hidrokinon ve H2O2 olmak üzere beĢ farklı substrat konsantrasyonuna karĢı aktivitesi 

bulunarak hesaplandı.  

Aktivite ölçümlerinde ana substrat çözeltisinden 500, 1000, 1500, 2000 ve 3000 µL 

alındı ve her birinin toplam hacmi tampon çözelti (0,05 M fosfat, pH: 8) ile 2500 µL‘ye 

tamamlandı. Daha sonra 500‘Ģer µL saf enzim ilave edilerek, 5 dakika süre ile 55ºC‘de 

inkübe ettikten sonra spektrofotometrik olarak absorbans değiĢikliği belirlendi. 

Lineveawer-Burk grafikleri çizildi. Bu grafiklerden elde edilen denklemlerden 

yararlanılarak her bir substrat için ayrı ayrı Km ve Vmax değerleri hesaplandı.   
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3.2.12. A. pallidus (P26)’dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimin aktivitesi 

üzerine metal iyonlarin etkisinin incelenmesi 

Çizelge 3.2. Peroksidaz enzimin aktivitesi üzerine metal iyonlarin etkisini incelemek 

için maddelerin miktarları 

Metal iyonunmiktarı 

(µl) 

Tampon miktarı 

(µl) 

Substrat miktarı 

(µl) 

Enzim miktarı 

(µl) 

100 900  1500  500  

300  700  1500  500  

500  500  1500 500 

700  300  1500  500  

1000 - 1500  500 

Ağır metallerin etkisinin incelenmesi amacıyla sabit substrat ve enzim 

konsantrasyonlarında; Fe
3+

, Cu
2+

, Zn
2+

, Hg
2+

, Ba
2+

, Ca
2+

, Co
2+

, Mn
2+

, Ni
2+

, EDTA ve 

askorbik asit çözeltilerinden enzim aktivitesi üzerine etkisi incelenmiĢtir. Substrat 

olarak pirogallol kullanılmıĢtır (Dawkar et al. 2009). Hazırlanan metal iyonları ve 

kimyasalların çözeltilerinden 100, 300, 500, 700 ve 1000 µL alındı ve her birinin 

toplam hacmi tampon ile 1000 µL‘ye tamamlanmıĢtır. Daha sonra üzerlerine 1000 ml 

tampon ve 500‘er µL enzim çözeltisi ilave edilmiĢtir. Sonuçlar %Aktivite-

Konsantrasyon Ģeklinde grafik edilmiĢtir. 

3.2.13. Endüstride kullanılan bazı boyaların POD enzimi ile etkileĢimi  

Tekstil sektöründe yüksek miktarda kimyasal ve su harcayan boyama iĢlemi sonucunda 

oluĢan atık sulardaki boyaların, doğaya bırakılmadan önce parçalanması gerekmektedir. 

Bu çalıĢmada, saflaĢtırılan POD enziminin endüstride kullanılan bazı boyalar üzerine 

etki edip etmediği araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla, Reaktif siyah 5, Fuksin, Allura kırmızısı, 

Asit kırmızı 37 diamonyum tuzu olmak üzere 4 farklı boya kullanılmıĢtır. 
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3.2.13.a. Endüstriyel boya standartlarının hazırlanması 

Standart grafiği çizmek için aĢağıdaki tabloda verilen 5 mM konsantrasyondaki stok 

boya çözeltisi saf su ile seyreltilmiĢtir. Her boya için ayrı ayrı belirtilen dalga 

boylarında absorbans ölçümü yapılmıĢ ve Absorbans-mg boya olarak kalibrasyon 

grafiği oluĢturulmuĢtur. Kör olarak saf su kullanılmıĢtır.   

Çizelge 3.3. Endüstriyel boya standartlarının hazırlanması 

Boya miktarı  (µl) Saf su miktarı (µl) 

100 900 

300 700 

 500 500 

700 300 

900 100 

1000 - 

Çizelge 3.4. Boyar maddelerin absorbans değerleri 

Boya adı Absorbans değeri (nm) 

Reaktif siyah 5 597 

Fuksin 547 

Asit kırmızı 37 diyamonyom 

tozu 

513 

Allura kırmızısı 504 

 OluĢturulan reaksiyon ortamını 55°C‘ye ayarlanıp 15, 30, 60, 90, 120, 150 ve 180. 

dak‘larda ortamdan numune alınıp, belirtilen dalga boylarında absorbans ölçümleri 

yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar Absrobans-mg boya olarak grafik halinde verilmiĢtir 

(Gudelj et al. 2001). 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Kantitatif Protein Tayini Ġçin Hazırlanan Standart Eğri 

Kantitatif protein tayini Bradford metoduna göre yapılmıĢtır (1976). Bu yöntem için 

önce standart bir eğri hazırlanmıĢtır. Aeribacillus pallidus (P26) kültür ortamından 

alınan homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz ve saflaĢtırma iĢlemlerinden 

sonra elde edilen numenelerde bulunan protein miktarı, bu standart grafikten 

faydalanılarak hesaplanmıĢtır. Standart çözeltideki mikrogram proteine karĢılık gelen 

absorbans değerleri ġekil 4.1‘de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.1. Bradford metoduyla proteinlerin kantitatif tayinin için kullanılan standart 

grafik 

4.2. A. pallidus (P26)’un Peroksidaz Üretme Kapasitesi  

Test izolatları sıvı ortam fermantasyonu ile geliĢtirilerek peroksidaz enzimi üretilmiĢtir. 

Ekstraselüler olarak üretilebilmesi için ortama H2O2 ve pirogallol substratı eklenerek 

indükleme iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  

y = 0,0158x + 0,2091 

R² = 0,9942 
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Erzurum-Pasinler kaplıcasından izole edilen A. pallidus (P26) TSA besiyerinde bir gece 

55°C‘de inkübasiyona bırakılmıĢtır. Besiyeri 10.000xg‘de (4°C, 20 dak) santrifüjlenerek 

süpernatant ve çökelek (mikroorganizma) kısmı ayrılmıĢ, süpernatantta pirogallol 

substratı kullanılarak peroksidaz aktivitesine bakılmıĢtır. 

4.3. Amonyum Sülfat Çöktürmesi Sonuçları 

Bölüm 3.2.4.a‘de anlatıldığı gibi %60-80 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi 

yapılmıĢtır (Nadaroglu 2009). Elde edilen çökelek fosfat tamponunda (0,1 M fosfat 

tamponu, pH: 6.5) çözülerek bir sonraki iĢleme hazır hale getirilmiĢtir. 

4.4. A. pallidus (P26)’dan Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz Enzimlerinin CM-

Sephadex Ġyon DeğiĢim Kromatografisi Ġle SaflaĢtırma Sonuçları  

Kinetik çalıĢmalarda ve çevre kirliliğine sebep olan bazı tekstil boyalarının giderilmesi 

iĢlemlerinde kullanılmak üzere A. pallidus (P26)‘dan üretilen peroksidaz enzimi iyon 

değiĢim kromatografisi kullanılarak saflaĢtırılmıĢtır. 

CM-sefadeks iyon değiĢim jeli hazırlanmıĢ, kolona paketlenmiĢ ve A. pallidus (P26)'un 

kültür ortamlarından alınan, amonyum sülfat çöktürmesi yapılan ve diyaliz edilen 

homojenat kolona yüklenmiĢtir. Daha sonra 0,01 M fosfat tamponu (pH: 6.5)  içinde 

0‘dan 1 M NaCl ile bir konsantrasyon gradienti oluĢturularak, enzimler 3‘er mililitrelik 

fraksiyonlar halinde iyon değiĢim kolonundan elüe edilmiĢtir. Her tüpteki numune için 

280 nm‘de kantitatif protein tayini yapılmıĢtır. Absorpsiyon gösteren fraksiyonlarda; 

pirogallol substratı kullanılarak aktivite ölçümleri yapılmıĢ, aktivite gösteren 

fraksiyonlar birleĢtirilerek bir sonraki saflaĢtırma basamağında kullanılmak üzere 

4°C‘de bekletilmiĢtir.  
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4.4.1. A. pallidus (P26)'dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin CM-sefadeks 

iyon değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırma sonuçları  

A. pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin CM-sefadeks iyon 

değiĢim kromatografisi kolon sonucu ġekil 4.2‘de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.2. CM-Sephadeks iyon değiĢim kromatografi kolonu kullanılarak Aeribacillus 

pallidus (P26)‘den ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 0,01 M 

(pH:6.5) fosfat tamponu içinde 0-1 M NaCl ile gradient elüsyonu. 
(—o—): 280 nm‘de absorbansı, (—●—): aktivite, kolon 3x30 cm, jel yüksekliği 20 cm, elüsyon hızı 80 

ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml 

4.4.2. A. pallidus (P26) peroksidaz enziminin jel filtrasyon kromatografisi ile 

saflaĢtırılma sonuçları 

CM-sefadeks iyon değiĢim kolonundan elde edilen elüsyonun ardından aktivite gösteren 

fraksiyonlar birleĢtirilmiĢtir. %100 amonyun sülfat çöktürmesi yapıldıktan sonra 

Sefakril S 200 jel filtrasyon kolonuna uygulanmıĢtır. Elde edilen elüsyonla ilgili 

absorbans ve aktivite değerlerini gösteren grafik ġekil 4.3‘de verilmiĢtir. 

0

50

100

150

200

250

300

0

0,04

0,08

0,12

0,16

0,2

0 5 10 15 20 25 30

Fraksiyon Sayısı 

A
k

ti
v
it

e 
(E

U
/m

L
) 

A
b

so
rb

a
n

s 
(2

8
0
 n

m
) 

Absorbans Aktivite



37 

 
 

 

 

 

ġekil 4.3. A. pallidus (P26)‘den peroksidaz enziminin Sephakril S200 jel filtrasyon 

kromatografisi yöntemi ile saflaĢtırılmasından elde edilen elüsyon grafigi 
(—o—): 280 nm‘de absorbansı, (—●—): aktivite, kolon 3x30 cm, jel yüksekliği 20 cm, elüsyon hızı 80 

ml/saat ve fraksiyon hacmi 3 ml 

A. pallidus (P26)‘dan peroksidaz enziminin saflaĢtırılması aĢamalarında uygulanan her 

bir yöntem basamağında, protein miktarı ve aktivite tayini yapılarak saflaĢtırma tablosu 

oluĢturulmuĢtur (Çizelge 4.1). 

Çizelge 4.1. A. pallidus (P26)‘dan peroksidaz enziminin saflaĢtırma basamakları 

 

 SaflaĢtırma 

Basamakları 

Hacim 

(mL) 

Aktivite 

(EU/mL) 

Toplam 

Aktivite 

EU          % 

Protein 

Miktarı 

(mg/mL) 

Spesifik 

Aktivite 

(EU/mg) 

SaflaĢtırma 

Katı 

Ham  

Ekstrakt 
50 275 11000          100 3,81 72,2 - 

Amonyum 

sülfat 

Çöktürmesi  

(%60-80) 

20 254 5080             46,2 0,71 357,75 4,95 

CM-

Sefadeks 
20 215 4300             39.1            0,22 977,3 13,54 

Sefakril 

S200 
20 196 3920             35,6 0,032 6125 84,8 
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4.5. A. pallidus (P26)’dan Ekstraselüler Olarak Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz 

Enziminin SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforez Sonucu  

A. pallidus (P26)‘dan üretilip CM-sephadeks iyon değiĢim kromatografisi ve sefakril S 

200 jel filtrasyon kolunu kullanılarak saflaĢtırılan peroksidaz enzimlerinin alt birim 

sayısını kontrol etmek amacıyla SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yapılmıĢtır. Bunun 

için 3.2.5‘de anlatıldığı gibi hazırlanan kesikli SDS-poliakrilamid jel elektroforezine 

numuneler tatbik edilmiĢtir. BelirginleĢen protein bantlarının fotoğrafları çekilmiĢtir 

(ġekil 4.4). 

 

ġekil 4.4. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz 

enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforez fotoğrafı 
*M: Protein markırı, 1: Homojenat, 2: CM-sefadeksiyon değiĢim kolonundan saflaĢtırılan POD, 3: 

Sefakril S200 jel filtrasiyon kolonundan saflaĢtırılan POD 

A. pallidus’un, doğal PAGE çalıĢmasında tek bir bant bölgesinde toplanan ekstraselüler 

peroksidaz aktivitesinin gerçekte birden fazla izoform tarafından sergilenip 

sergilenmediğini tespit etmek için yapılan bu elektroforetik çalıĢma sonucunda da 

mikroorganizmanın ekstraselüler peroksidaz aktivitesinin yine tek bir bant altında 

toplandığı gözlemlenmiĢtir. Yukardakı görüntüde M (Markır) olarak belirlenmiĢ, 

Gradient SDS-PAGE sonucunda elde edilen tek bant bölgesi için Sigma MWSDS- 200 
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moleküler kütle markırı ile karĢılaĢtırmalı olarak yapılan analiz sonucunda söz konusu 

bant bölgesi için moleküler kütle büyüklüğünün yaklaĢık olarak 31 kDa olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

4.6. A. pallidus (P26)’dan Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz Enziminin Jel 

Filtrasyon Kromatografisi Ġle Molekül Ağırlık Tayin Sonuçları 

A. pallidus (P26)‘dan üretilen ve saflaĢtırılan peroksidaz enzimlerinin molekül 

ağırlıklarını bulmak amacıyla Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi 

kullanılmıĢtır. Jel filtrasyon kolonundan önce standart proteinler geçirilmiĢ ve log MA-

Kav grafiği çizilmiĢtir (ġekil 4.5). Daha sonra saflaĢtırılan peroksidaz enzim çözeltisi 

kolondan geçirilmiĢtir. Bu iĢlemler sırasında standart proteinlere ait elüatların 280 

nm‘deki absorbansları ve peroksidaz enzimine ait fraksiyonlarda aktivite tayini 

yapılmıĢtır. Standart grafiğe (ġekil 4.5) göre enzimin doğal halinin molekül kütlesi 

126473 Da olduğu ve 31618 Da‘dan oluĢan dört alt birimden oluĢtuğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.5. A. pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin jel filtrasyon 

kromatografisi metodu ile molekül kütlesinin belirlemek amacıyla kullanılan standart 

proteinlerin Kav değerlerine karĢılık çizilen Log MA grafiği. 
*(Sephadex G-100, 0,05 M NaH2PO4, 1 mM ditioeritritol, pH: 7.0) 

y = -0,0264x + 5,3102 

R² = 0,9871 
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4.7. A. pallidus (P26)’dan Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz Enzimlerinin Optimum 

pH Sonuçları  

A. pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin optimum pH‘sını 

belirlemek için 3.2.6.‘de anlatıldığı gibi ölçümler yapılmıĢtır. Optimum pH için pH 

2‘ten 11‘a kadar on farklı pH ortamında çalıĢılmıĢtır. pH 2‘den 5‘e kadar asetat, pH 

5‘ten 8‘e kadar fosfat ve pH 8‘den 9‘a kadar da Tris / HCl ve pH 10'dan 11'e kadar 

karbonat tamponları kullanılmıĢtır. H2O2 substratı her ölçümde kullanılmakla beraber 

ikinci substrat olarak 4-metil katekol, pirogallol ve ABTS substratları ayrı ayrı 

kullanılarak aktivite ölçümleri yapılmıĢtır. Elde edilen sonuçlar kullanılarak aktivite 

hesaplanmıĢ, Aktivite-pH grafikleri çizilmiĢ ve sonuçları ġekil 4.6‘de verilmiĢtir. A. 

pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminde optimum pH değeri; 4-

metil katekol, pirogallol ve ABTS substratları için 7.0 olarak bulunmuĢtur. 

 

ġekil 4.6. A. pallidus (P26)‘den ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz 

enziminin aktivitesi üzerine pH‘nın etkisi 
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4.8. Peroksidaz Enziminin Stabil pH ÇalıĢması Bulguları 

Peroksidaz enzimi pH 2‘den 5‘e kadar asetat, pH 5‘ten 8‘e kadar fosfat ve pH 8‘den 9‘a 

kadar da Tris / HCl ve pH 10'dan 11'e kadar karbonat tamponları kullanılarak dokuz gün 

boyunca 4°C‘de inkübe edilmiĢ, periyodik aralıklarla aktivite ölçümleri yapılmıĢ ve 

bulgular ġekil 4.7‘da verilmiĢtir. Grafiklerden de görülebileceği gibi peroksidaz 

enziminin stabil pH‘sı pirogallol için 7.0 olarak bulunmuĢtur. Elde edilen sonuçlar toplu 

halde Çizelge 4.2‘de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.7.  A. pallidus (P26)‘dan ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

pirogallol substratı ile stabil pH‘sının belirlenmesi için belirli bir süre inkübasyondan sonra elde 

edilen aktivite ölçüm bulguları  
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Çizelge 4.2.  A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimi 

için yapılan optimum pH çalıĢmasından elde edilen sonuçlar 

SUBSTRATLAR 
OPTIMUM 

pH 

AKTIVITE GÖSTERDIKLERI
 

pH ARALIĞI 

ABTS 7.0 3-10 

Pirogallol 7.0 3-10 

4-Metil katekol 7.0 3-10 

 

4.9. A. pallidus (P26)’dan Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz Enziminin Optimum 

Sıcaklık Sonuçları  

A. pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimlerinin optimum 

sıcaklıklarını belirlemek için 3.2.8‘de anlatıldığı gibi ölçümler yapılmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlarla aktivite hesaplanmıĢ ve Aktivite-
o
C grafikleri çizilmiĢtir (ġekil 4.8).  Bu 

bulgulara göre peroksidaz enzimi optimum sıcaklık değeri tüm substratlar (4-metil 

katekol, pirogallol ve ABTS) için 60°C olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.8. A. pallidus (P26)‘dan ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz 

enziminin aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisi 

4.10. A. pallidus (P26)’dan Üretilip SaflaĢtırılan Peroksidaz Enziminin Sıcaklık 

Stabilitesi Sonuçları 

A. pallidus (P26)‘dan üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimlerinin optimum sıcaklık 

değerini belirlemek için 3.2.9‘da anlatıldığı gibi ölçümler yapılmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlarla aktivitesi hesaplanmıĢ ve Aktivite-°C grafikleri çizilmiĢtir.  

Ġlgili enzim aktivitesi, pirogallol substratı ile pH 7.0‘de (optimum pH), 30-90°C‘yi 

kapsayan yedi farklı sıcaklık değerinde 1 saat boyunca belli peryotlarda yapılmıĢtır. 

Bulgular grafik olarak ġekil 4.9‘de verilmiĢtir. Bu grafiklerden elde edilen bulgular 

toplu olarak Çizelge 4.3‘de gösterilmiĢtir.  
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ġekil 4.9. A. pallidus (P26)‘den ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

pirogallol substratı ile stabil sıcaklığın belirlenmesi için belirli bir süre inkübasyondan sonra 

elde edilen aktivite ölçüm bulguları 

Çizelge 4.3. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimi 

için yapılan optimum sıcaklık çalıĢmasından elde edilen sonuçlar 

Substratlar 
Optimum

 

o
C 

Aktivite gösterdikleri
 o

C aralığı 

ABTS 60 40-80 

Pirogallol 60 30-80 

4-Metil katekol 60 30-80 

 

4.11. Ekstraselüler Olarak A. pallidus (P26)’dan SaflaĢtırılan Peroksidaz 

Enziminin Vmax ve Km Değerlerinin Sonuçları 

Peroksidaz enziminin Vmax ve Km değerleri ile ilgili çalıĢmalar 22,5 mM‘lık H2O2 

varlığında 5 mM‘lık ABTS, pirogallol, hidrokinon ve katekol substratları ile yapılmıĢtır. 

Bunun için önce peroksidaz enzimi ile ABTS, pirogallol, hidrokinon ve 4-metil katekol 
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substratlarının konsantrasyonları sabit tutularak, H2O2 için beĢ farklı substrat 

konsantrasyonunda optimum aktive ölçümleri yapılmıĢ ve Lineveawer-Burk grafikleri 

çizilmiĢtir. Daha sonra peroksidaz enzimi ile H2O2 substratının konsantrasyonları sabit 

tutularak ABTS, pirogallol, hidrokinon ve 4-metil katekol substratları için beĢ farklı 

substrat konsantrasyonunda optimum aktive ölçümleri yapılmıĢ ve grafikler çizilerek 

ġekil 4.10-4.13‘de verilmiĢtir. Bu grafiklerden elde edilen denklemlerden yararlanılarak 

her bir substrat için ayrı ayrı Vmax ve Km değerleri hesaplanmıĢ ve elde edilen sonuçlar 

Çizelge 4.4‘de gösterilmiĢtir.  

Ayrıca A. pallidus (P26) bakterisinden üretilip saflaĢtırılan enzim çözeltisi için katalaz 

aktivitesi (CAT) 3.2.1.c‘de anlatıldığı gibi yapılmıĢtır. Enzimin CAT aktivitesi, 0.110 

EU/mL olarak belirlenmiĢtir. SaflaĢtırılan POD enziminin guaiakol substratına karĢı 

aktivite göstermediği tespit edilmiĢtir.  

 

ġekil 4.10. A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin H2O2 substratı 

konsantrasyonu sabit tutulurken farklı ABTS substratı konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-1/[S] 

grafiği. 
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ġekil 4.11. A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin H2O2 substratı 

konsantrasyonu sabit tutulurken farklı pirogallol substratı konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-

1/[S] grafiği. 

 
ġekil 4.12. A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin H2O2 substratı 

konsantrasyonu sabit tutulurken farklı hidrokinon substratı konsantrasyonu ile elde edilen 1/V-

1/[S] grafiği. 
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ġekil 4.13. A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin H2O2 substratı 

konsantrasyonu sabit tutulurken farklı 4- metil katekol substratı konsantrasyonu ile elde edilen 

1/V-1/[S] grafiği. 

Çizelge 4.4. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzimi 

için yapılan Km ve Vmax çalıĢmasından elde edilen sonuçlar  

Substratlar 
Vmax 

(EU/mL.dak) 

Km  

(mM) 

ABTS 5,95 3,53 

Pirogallol 333,4 10 

Hidrokinon 142,9 11,3 

4-Metil katekol 20,83 6,2 

 

y = 0,2964x + 0,0487 
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4.12. A. pallidus (P26)’dan Ekstraselüler Olarak SaflaĢtırılan Peroksidaz 

Enzimlerinin Aktiviteleri Üzerine Ca
2+

, Mg
2+

, Co
2+

, Fe
3+

, Zn
2+

, Cu
2+

, Hg
2+

, Sitrik 

Asit ve Askorbik Asit’in etkisi 

A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

aktiviteleri üzerine Hg
2+

, Cu
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, Co
2+

, Ca
2+

, Mn
2+

, Fe
3+

, K
+
, Ba

2+
, askorbik 

asit ve EDTA‘nın etkileri araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmalar sonucu elde edilen inhibisyon 

etkileri konsantrasyona karĢı %Aktivite grafikleri olarak ġekil 4.14-4.25‘de 

gösterilmiĢtir. Ġnhibisyon gösterenler için I50 değerleri hesaplanmıĢ ve Çizelge 4.5‘de 

gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.14. HgCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz 

enzim aktivitesi üzerine etkisi 
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ġekil 4.15. CuCl2‘nin A.  pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

 

ġekil 4.16. NiCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 
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ġekil 4.17. ZnCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz 

enzim aktivitesi üzerine etkisi 

 

ġekil 4.18. CoCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 
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ġekil 4.19. CaCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

 

ġekil 4.20. MnCl2‘nin A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 
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ġekil 4.21. FeCl2‘nın  A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

 

 

ġekil 4.22. KCl‘nın A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

 

y = 97e-0,984x 

R² = 0,9888 

0

20

40

60

80

100

120

0 0,5 1 1,5 2

%
 A

k
ti

v
it

e 
 

Konsantrasyon (mM) 

0

30

60

90

120

150

180

0 0,5 1 1,5

%
 A

k
ti

v
it

e 

Konsantrasyon (mM) 



53 

 
 

 

 

 

ġekil 4.23. BaCl2‘nın A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

 

ġekil 4.24. Askorbik asit‘in A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz 

enzim aktivitesi üzerine etkisi 
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ġekil 4.25. EDTA‘nın A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enzim 

aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.5. A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enzimi bazı metal iyonları ve 

kimyasallar için I50 (mM) değerleri 

 KIMYASALLAR I50 

HgCl2 1.67 

ZnCl2 1.06 

FeCl2 0.68 

BaCl2 0.544 

EDTA 0.655 

 

y = 94,354e-0,977x 
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4.13. A. pallidus (P26)’dan Ekstraselüler Olarak SaflaĢtırılan Peroksidaz Enzimi 

Kullanılarak Bazı Tekstil Boyarlının Giderimi Ġle Ġlgili Sonuçlar 

Çözelti ortamındaki Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Asit Kırmızısı 37 

tekstil boyarlının miktarını belirlemek amacıyla standart eğriler hazırlanmıĢ ve ġekil 

4.26-29‘de gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 4.26. Reaktif Siyah 5 tekstil boyası için hazırlanan standart grafik 
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ġekil 4.27. Fuksin tekstil boyası için hazırlanan standart grafik 

 

ġekil 4.28. Alura Kırmızısı tekstil boyası için hazırlanan standart grafik 
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ġekil 4.29. Asit Kırmızısı 37 tekstil boyası için hazırlanan standart grafik 

A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilen ve saflaĢtırılan peroksidaz 

enziminin Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Asit Kırmızısı 37 gibi bazı 

tekstil boyalarının atık sulardan giderilmesi iĢlemini nasıl etkilediği incelenmiĢtir. Elde 

edilen sonuçlar ġekil 4.30, ġekil 32 ve Çizelge 4.6‘da verilmiĢtir.  
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ġekil 4.30. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enziminin Reaktif 

Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Acid Red 37 gibi bazı tekstil boyalarının atık sulardan 

giderilmesi iĢlemine etkisi 

 

ġekil 4.31. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enziminin Allura 

Kırmızısı ve Fuksin gibi bazı tekstil boyalarının atık sulardan giderilmesi iĢleminin fotoğrafı 
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ġekil 4.32. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enziminin Reaktih 

Siyah 5 ve Asit Kırmızısı 37 gibi bazı tekstil boyalarının atık sulardan giderilmesi iĢleminin 

fotoğrafı 

Çizelge 4.6. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Acid Red 37 gibi bazı tekstil boyalarının atık 

sulardan giderilmesi iĢlemine etkisi 

Tekstil Boyaları 

0.dak 

mg 

boya 

15.dak 

mg 

boya 

30.dak 

mg 

boya 

60.dak 

mg 

boya 

90.dak 

mg 

boya 

120.dak 

mg 

boya 

150.dak 

mg 

boya 

180.dak 

mg 

boya 

Reaktif Siyah 5 50 48,6 48,5 48,4 47,1 44,25 37,65 33 

Fuksin 50 41,2 40,35 38,4 36,6 35,45 30,8 25,4 

Allura Kırmızısı 50 48,8 48,55 44,1 40,9 38,75 33,05 26,8 

Asit Kırmızısı 37 50 39,95 34,05 31,05 29,15 27,55 25,1 23,65 
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5. TARTIġMA ve  SONUÇ 

Bu çalıĢmada, Erzurum-Pasinler kaplıcasından izole edilen termofilik Aeribacillus 

pallidus (P26) suĢunun peroksidaz (POD) enzim üretme potansiyeli araĢtırılmıĢtır. 

Yapılan bu çalıĢma sonucunda test izolatının, H2O2 ve pirogallol substratlarının 

indükleyici etkisiyle POD enzimini yüksek aktivitelerde ekstrasellülar olarak ürettiği 

tespit edilmiĢtir. Elde edilen ekstraklardan; NH4(SO4)2 çöktürmesi, CM-sefadeks iyon 

değiĢim kromatografisi ve Sephakril S200 jel filtrasyon kromatografisi teknikleri 

kullanılarak 35,6 verimle yaklaĢık olarak 85 kat saflaĢtırma gerçekleĢtirilmiĢtir (Çizelge 

4.1). 

A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin optimum pH‘sını belirlemek 

amacıyla pH 2.0-11.0 aralığında aktivite ölçümleri yapılmıĢtır. Optimum pH için pH 

2.0‘den 11.0‘e kadar on farklı pH ortamında çalıĢılmıĢtır. pH 2.0‘den 5.0‘e kadar asetat, 

pH 5.0‘dan 8.0‘e kadar fosfat ve pH 80‘dan 9.0‘a kadar da Tris / HCl ve pH 10.0'dan 

11.0'e kadar karbonat tamponları ile 4-metil katekol/H2O2, pirogallol/H2O2 ve ABTS/ 

H2O2 substrat çiftleri ile enzimin gösterdiği aktivite spektrofotometrik olarak 

ölçülmüĢtür. Çizelge 4.3‘de görüldüğü gibi optimum pH 4-metil katekol, pirogallol ve 

ABTS için 7.0 olarak bulunmuĢtur. Gudelj et al. (2001) tarafından Bacillus sp'den 

saflaĢtırılan peroksidaz enzimi içinde benzer olarak optimum pH 7.0 olarak 

bulunmuĢtur. Saf peroksidaz enziminin stabil pH‘sına yönelik yapılan çalıĢmalar 

sonucunda enzimin oldukça dayanıklı olduğu gözlemlenmiĢtir. Örneğin +4°C‘de 

yapılan stabil pH‘ya iliĢkin çalıĢmalarda, dördüncü günde bile pH 6.0‘da pirogallol 

substratı ile enzim aktivitesinin %33,27'ini, pH 7.0'da %67,8'ini ve pH 8.0'de ise % 

49'unu koruduğu belirlenmiĢtir. 

A. pallidus (P26)‘den ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

optimum sıcaklığının belirlenmesinde 4-metil katekol, pirogallol ve ABTS substratları 

için optimum pH‘da ve 20-90°C aralığında aktiviteler belirlenmiĢtir. Enzimin her üç 

substratının da optimum sıcaklık çalıĢmalarında 30 ile 80°C‘ler arasında oldukça aktif 

olduğu ve maksimum aktiviteyi 60°C'de gösterdiği bulunmuĢtur. Bulguları destekler 
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nitelikte, literatürde bazı termofilik bakterilerden saflaĢtırılan peroksidaz enzimlerinde 

de benzer olarak 60°C ve üzerindeki sıcaklıklarda maksimum peroksidaz aktivitesi 

belirlenmiĢtir (Sangar et al. 2012). 

Jel filtrasyon kromatografisi ile A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

molekül kütlesi 31 kDa olarak bulunmuĢtur. Bu bulgu, bakterilerden saflaĢtırılan 

peroksidazların molekül ağırlıkları ile uyum içerisindedir. Streptomyces griseus 

bakterisinden saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 34 kDa ve 43 kDa alt birimlerinin 

olduğu belirlenmiĢtir (Zeiner et al. 1988).  

ÇalıĢmada kullanılan enzimin bütün substratları için Km ve Vmax değerleri Lineaver-

Burk grafikleri çizelerek elde edilen denklemlerden hesaplanmıĢtır (ġekil 4.10-4.13). A. 

pallidus (P26)‘dan ektraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 25
o
C 

ve pH: 7.0‘de ABTS substratı için Vmax ve Km değerleri sırasıyla 5,95 EU/mL.dak ve 

3.53 mM olarak bulunmuĢtur. Vmax ve Km değerleri enzimin faklı substratları için de 

belirlenmiĢtir. Aynı koĢullarda Vmax ve Km değerleri pirogallol için sırasıyla 333,4 

EU/mL.dak ve 10 mM; hidrokinon için 142,9 EU/mL.dak ve 11,3 mM; 4-metil katekol 

substratı için 20,83 ve 6,2 mM olarak bulunmuĢtur.  Elde edilen değerlerden enzimin 

ABTS'ye karĢı en yüksek afiniteye sahip olduğu ve en yüksek Vmax değerini ise 

pirogallol substratına karĢı gösterdiği tespit edilmiĢtir. Peroksidaz enziminin doğal 

substratı olan guaiakolu ise hidroliz etmediği belirlenmiĢtir. Elde edilen bulguların 

literatür verileriyle (Poole et al. 1986; Apitz and van Pee, 2001) uyum sağladığı, yani 

saflaĢtırılan peroksidaz enzim/enzimlerinin guaiakol substratını hidroliz etmediği 

görülmüĢtür. Buradan yola çıkarak enzimin katalaz peroksidaz enzim grubuna dahil 

olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin 

aktiviteleri üzerine Hg
2+

, Cu
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, Co
2+

, Ca
2+

, Mn
2+

, Fe
3+

, K
+
, Ba

2+
 gibi metal 

iyonlarının,  askorbik asit ve EDTA gibi bazı kimyasalların etkileri araĢtırılmıĢtır. Hg
2+

, 

Zn
2+

, Fe
2+

, Ba
2+

, EDTA‘nın enzimi inhibe ettiği belirlenmiĢtir. K
+
'un enzimi aktive 
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ettiği, diğer metal iyonlarının ise düĢük konsantrasyonlarda inhibe ederken, yüksek 

konsantrasyonlarda enzimin aktivitesini aktivasyon yönünde arttırdığı gözlemlenmiĢtir.  

A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimi; çevre 

kirliliğine sebep olan Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Asit Kırmızısı 37 gibi 

bazı tekstil boyalarının giderilmesinde kullanılmıĢtır. 180 dak sonunda enzimin Reaktif 

Siyah 5 boyar maddesini %66 oranında azalttığı belirlenmiĢtir. Enzimin 180 dak 

sonunda Fuksin'i %50.8, Allura Kırmızısını %53,6 ve Asit Kırmızısı 37'i ise %47,3 

oranında azalttığı bulunmuĢ ve elde edilen bulguların literatür verileriyle uyum 

içerisinde olduğu gözlenmiĢtir (Si and Cui 2012). 

Bu sonuçlar göz önüne alındığında A. pallidus (P26)‘dan üretilen ve saflaĢtırılan 

peroksidaz enzimi için; 

1. A. pallidus (P26)‘dan üretilen ve saflaĢtırılan peroksidaz enziminin optimum 

pH‘sının 7.0  olduğu tespit edilmiĢtir. 

2. Bu çalıĢmada saflaĢtırılan peroksidaz enziminin optimum sıcaklığının, 60
o
C olduğu 

bulunmuĢtur. 

3. Üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enziminin molekül ağırlığının 31 kDa olduğu tespit 

edilmiĢtir. 

4. Saf peroksidaz enzimi için ABTS, pirogallol, hidrokinon ve 4-metil katekol 

substratları için Vmax değerleri sırasıyla 5,95 EU/mL.dak., 333,4 EU/mL.dak., 142,9 

EU/mL.dak. ve 20,83 EU/mL.dak olarak belirlenmiĢtir. Km değerleri ise ABTS, 

pirogallol, hidrokinon ve 4-metil katekol substratları için sırasıyla 3,53 mM, 10 mM, 

11,3 mM ve 6,2 mM olarak hesaplanmıĢtır. 

5. Enzimin POD aktivitesinin yanı sıra CAT enzim aktivitesine de sahip olduğu 

belirlenmiĢtir. Bunun sonucunda A. pallidus (P26) bakterisinden üretilip saflaĢtırılan 

POD enziminin peroksidazlardan katalaz-peroksidaz (CP) grubuna dahil olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. 
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6. A. pallidus (P26)‘dan ekstraselüler olarak üretilip saflaĢtırılan peroksidaz enzimi 

kullanılarak çevre kirliliğine sebep olan Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve 

Asit Kırmızısı 37 gibi bazı tekstil boyalarının giderilmesinde kullanılabilirliği 

araĢtırılmıĢtır. Enzimin Reaktif Siyah 5, Fuksin, Allura Kırmızısı ve Asit Kırmızısı 37 

boyalarının etkisini 3 saat sonunda %66.0, %50.8, %53.6 ve %47.3 oranında azalttığı 

belirlenmiĢtir. 

Elde edilen bu sonuçlar dikkate alındığında; tekstil alanında kullanılan ve canlılar 

üzerinde olumsuz etkisi olduğu bilinen sentetik veya yarısentetik boyaların gideriminde, 

A. pallidus (P26)‘dan saflaĢtılan peroksidaz enziminin yüksek verimlilikle 

kullanılabileceği gözlemlenmiĢtir.  
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