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I 

 

ÖZET 

 

ĠMMOBĠLĠZE EDĠLMĠġ HALOFĠLĠK ARKELERDE LĠPAZ, PROTEAZ VE 

AMĠLAZ AKTĠVĠTELERĠNĠN BELĠRLENMESĠ 

 

 

Tuz gölü, Acı göl, Tuzla gölü ve Samandağ tuzlu kıyı bataklığından izole 

edilmiĢ halofilik arke koleksiyonuna ait A138, A235, B45, D83A ve SD23 izolatları 

yedi farklı destek materyali kullanılarak üç değiĢik yöntemle immobilize edilmiĢtir. 

Ġmmobilize edilmiĢ ve serbest halofilik arke hücrelerinin 192 saat boyunca lipaz (B45 

ve A138), amilaz (B45 ve D83A) ve proteaz (A235 ve SD23) aktivitesi belirlenmiĢtir. 

En yüksek enzim aktivitesinin gözlendiği immobilizasyon yöntemi optimize edilerek, 

her bir enzim aktivitesi üzerine pH, sıcaklık ve tuz konsantrasyonlarının etkisi 

belirlenmiĢtir.  

Bu çalıĢmada, yapılan immobilizasyon denemelerinde en verimli destek 

materyali, B45 ve A138 izolatları için kitosan, D83A ve A235 izolatları için Celite, ve 

SD23 izolatı için kalsiyum aljinat olarak belirlenmiĢtir. Yapılan tüm denemelerde 

immobilize edilen hücrelerde serbest hücrelere göre daha yüksek enzim aktivitesi 

olduğu saptanmıĢtır. Buna göre, lipaz aktivitesine sahip B45 ve A138 izolatlarında 

sırasıyla 10 ve 9 kat, proteaz aktivitesine sahip D83A ve B45 izolatlarında sırasıyla 8 ve 

3 kat, amilaz aktivitesine sahip A235 ve SD23 izolatlarında ise 2 kat enzim aktivitesi 

artıĢı gözlenmiĢtir. Ġmmobilize edilen arke izolatlarının her üç enzim yönünden de, 3-4 

M NaCl, pH 7.5-8 ve 40 ºC koĢullarında en yüksek aktiviteyi gösterdikleri saptanmıĢtır.  

Bu çalıĢma ile immobilize edilen halofilik arke hücrelerinin yüksek tuz 

konsantrasyonunda yüksek lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip oldukları ve 

dolayısıyla biyoteknolojik potansiyellerinin olabileceği gösterilmiĢtir. 
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II 

 

ABSTRACT 

 

THE DETERMINATION OF LIPASE, PROTEASE AND AMYLASE 

ACTIVITIES IN IMMOBILIZED HALOPHILIC ARCHAEA 

 

The isolates named as A138, A235, B45, D83A and SD23 were chosen from a 

collection of halophilic archaea isolates which were collected from various saline 

environments in Turkey (Tuz Lake, Aci Lake, Tuzla Lake and coastal saline marsh of 

Samandag) based on their high lipase (B45 and A138), protease (A235 and SD23) and 

amylase (B45 and D83A) activity. These isolates were immobilized with three different 

methods on seven different matrices and their related enzymatic activities were 

determined for 192 hours. Among the tested immobilization methods the one retaining 

the highest enzymatic activities was optimized and then the effects of temperatures, pH 

and salt concentrations on each of enzymatic activities were determined. 

In this study, the most effective matrices for immobilization were found to be 

chitosan for B45 and A138 isolates, Celite for D83A and A235 isolates, and calcium 

alginate for SD23 isolate. In all attempts, the immobilized cells were shown to have 

higher enzymatic activities comparing to free cells. For example, B45 and A138 were 

found to have 10 and 9 times, respectively, higher lipase activity, D83A and B45 were 

found to have 8 and 3 times, respectively, higher protease activity, and A235 and SD23 

were found to have 2 times higher amylase activity comparing to free cells. It was found 

that the immobilized halophilic archaea cells maintained at conditions with 40 ºC, pH: 

7.5-8 and 3-4 M NaCl have the highest amylase, lipase and protease activity. 

With the current study it was shown that the immobilized halophilic archaea 

cells maintained under high salt conditions had high lipase, amylase and protease 

activity comparing to free cells and this result may have some biotechnological 

importance for future applications. 
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1. GĠRĠġ 

Tüm yaĢam formları arasındaki sistematik iliĢkiyi belirlemek amacıyla protein 

sentezinin evrensel moleküler araçları olan ribozomların küçük alt ünite RNA (rRNA) 

gen dizileri karĢılaĢtırılmıĢ ve tüm yaĢamın domain adı verilen üç temel soy üzerinde 

evrimleĢtiği açığa çıkarılmıĢtır: Eukarya, Bacteria ve Archaea (Woese ve Fox, 1977; 

Woese ve ark., 1990). Archaea, keĢfedilmesinden bu yana modern mikrobiyolojinin en 

ilgi çeken konularından birini oluĢturmuĢtur. 

Archaea domaini üyeleri bazı genetik, biyokimyasal ve yapısal özellikleri 

yönünden Bacteria ve Eukarya’dan farklıdır ve büyük bir kısmı sıcak su kaynakları, tuz 

gölleri, volkanik habitatlar gibi ekstrem çevrelerde yaĢamaktadır. YaĢamın üçüncü 

domaini olan Archaea domaini, Euryarchaeota ve Crenrachaeota olmak üzere iki 

filuma ayrılmıĢtır.  

Halofilik arkeler (haloarkeler) Euryarchaeota filumu altında toplanmıĢtır. 

Solar tuzlalar, hipertuzlu göller, Ölüdeniz, yer altı tuz yatakları haloarkelerin en yoğun 

ve dominant bulunduğu hipertuzlu çevrelerdir (Oren, 2002). Haloarkeler aerobik ve 

obligat halofilik arkelerin oluĢturduğu monofiletik bir gruptur, gram negatif boyanır, 

ikiye bölünerek çoğalır, spor veya dinlenme evreleri oluĢturmazlar. Kültürü yapılmıĢ 

çeĢitli cinslerin hücreleri çubuk, kok, fincan ya da kare Ģekillidir. Kemoorganotrof olup 

karbonhidratları ya da organik asitleri kullanırlar ve optimum % 20-% 26 arasındaki tuz 

konsantrasyonlarında geliĢirler. Halofilik arkelerin büyük bir kısmı nötrofilik 

karakterdedir. Bazı türleri ise alkalifilik özellikte olup, 8.5 ve üzerindeki pH 

derecelerinde üremektedir (Grant ve ark., 2001). 

Halofilik arkelerin identifikasyonu, fenotipik özellikleri ile birlikte kimyasal 

(polar lipit kompozisyonu gibi) ve moleküler verilerin (16S rRNA gen dizileri ve DNA-

DNA hibridizasyonu gibi) birlikte ele alındığı polifazik bir yaklaĢımla yapılmaktadır 

(Oren ve ark., 1997; Grant ve ark., 2001; Gutierrez ve ark., 2007). Dünyanın farklı tuzlu 

alanlarından halofilik arke izolasyonu ve karakterizasyonları hızla devam etmekte olup, 

ülkemizde de bu tür çalıĢmalar yapılmaktadır (Ozcan ve ark., 2006; Mutlu ve ark., 

2008; Yildiz ve ark. 2012).  
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Ekstrem halofilik arkelerin yaĢadığı ortamların tuz konsantrasyonunun yüksek 

olması, hatta bazen doygunluğa ulaĢabilmesinden dolayı, ozmotik dengeyi sağlamak 

için sitoplazmalarında yüksek miktarda KCl biriktiririler. Dolayısıyla hücre içi ve 

dıĢında ekstrem tuzlu koĢullara maruz kalan haloarkelerin proteinleri de hipertuzlu 

koĢullara adapte olmuĢtur. Haloarkeal proteinler stabilitelerini sağlamak ve aktivite 

göstermek için yüksek tuz konsantrasyonuna ihtiyaç duyarlar (en az 1-2 M NaCl veya 

KCl). DüĢük tuz konsantrasyonlarında katlanma özellikleri değiĢir ve aktivitelerini 

kaybederler. Halofilik arkelerin enzimleri 0.75 aw kadar düĢük su aktivitesinde dahi 

stabil ve aktif kalabilmektedir. Bu özelliklerinden dolayı halofilik enzimler, yüksek 

iyonik Ģiddete sahip ya da organik solventler gibi susuz ortamlardaki reaksiyonların 

katalizi için ideal adaylar olmaktadır (Madern ve ark., 2000; Mevarech ve ark., 2000; 

Marhuenda-Egea ve Bonete; 2002; Hutcheon ve ark., 2005). 

Proteaz, lipaz ve amilaz, yüksek miktarda ticari üretimleri yapılan endüstriyel 

öneme sahip enzimlerdir ve baĢlıca, gıdadan deri, deterjan, kağıt, tekstil ve ilaca kadar 

farklı endüstriyel alanlarda kullanılmaktadırlar (Vidyasagar ve ark. 2006; Monteiro de 

Souza ve Magalhaes, 2010; Kashmiri ve ark., 2006). Endüstriyel iĢlem koĢulları gibi 

ekstrem özelliklere sahip ortamlarda iĢlevsel olmaları nedeniyle ekstremofil özellikteki 

arkelerin ürettiği enzimler oldukça ilgi çekmektedir. Arke kaynaklı enzimlerin 

izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili çok sayıda çalıĢma (Margesin ve Schinner, 

2001; Gomes ve Steiner, 2004; Ozcan ve ark., 2012) yapılmıĢtır ve yapılmaya devam 

etmektedir.  

Enzimler veya hücreler, subtrat ve ürün moleküllerini içeren hareketli sıvı 

fazdan immobilazyon yöntemiyle ayrılabilmektedir. Ġmmobilize edilen hücreler, 

biyolojik dönüĢüm sonrasında ortamdan kolayca ayrılabilirler ve tekrar tekrar 

kullanılabilirler. Ġmmobilize hücreler fermantasyon ortamını kirletmedikleri ve alt akım 

iĢlemini kolaylaĢtırdıkları için sürekli sistemlerde çalıĢmaya çok uygundurlar. Ayrıca 

immobilizasyonda substrat, biyokütle sentezi için harcanmaz ve serbest hücrelere göre 

immobilize hücreler kontaminasyona daha az duyarlıdır (Rosevear, 1984; Kierstan ve 

Coughlan, 1985; Göksungur ve ark., 2005). 
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Bu çalıĢma ile,   

 Türkiyenin farklı bölgelerinden (Tuz Gölü ġereflikoçhisar-Ankara, Acıgöl-

Denizli, Tuzla Gölü-Kayseri ve Samandağ tuzlu kıyı bataklığı-Hatay) 

toplanmıĢ tuzlu toprak ve su örneklerinden izole edilmiĢ olan halofilik arke 

izolatlarının farklı yöntemlerle immobillizasyonu, 

 Ġmmobilize edilmiĢ ve serbest halofilik arke hücrelerinin lipaz, amilaz ve 

proteaz aktivitelerinin belirlenmesi,  

 En yüksek enzim aktivitesinin gözlendiği immobilizasyon yöntemi saptanarak, 

bu yöntemin optimizasyonu, 

 Optimum koĢulların uygulandığı immobilizasyon sonrası her bir enzim 

aktivitesi üzerine pH, sıcaklık ve tuz konsantrasyonlarının etkisinin 

belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

2.1. Arkeler 

Evrimsel ağacın üç temel kolundan birini oluĢturan arkelerin ökaryotlardan 

olduğu kadar bakterilerden de farklı olduğu gösterilmiĢtir (Garrett ve ark., 2007).  

Arke’nin bu farklı durumu 1970’li yılların sonlarında ortaya çıkartılmıĢtır. Carl Woese 

ve Fox (1977), prokaryot taksonomisindeki problemleri, nükleik asit dizi belirleme 

teknolojisiyle büyük oranda çözüme ulaĢtırmıĢtır. Bu amaçla bütün organizmalarda 

ortak molekül olan 16s rRNA moleküler kronometre olarak seçilmiĢtir. 16s rRNA 

analizleri sonucunda bazı prokaryotik mikroorganizmaların bakteri olmadığı ve ayrı bir 

canlı grubu olduğu gösterilmiĢ ve daha sonra Woese bu organizmalara “arkebakteri” 

adını vermiĢtir. (Woes ve Fox, 1977; Woese ve ark., 1990).  

Arke domaini 16srRNA dizi analizleri sonucunda Euryarchaeota ve 

Crenarchaeota olarak iki temel filuma ayrılmıĢtır. Crenarchaeota filumu, 

Thermoproteales, Sulfolobales ve Desulfurococcales ordolarını Euryarchaeota filumu 

Halobacteriales, Methanomicrobiales, Methanocellales, Methanosarcinales, 

Methanobacteriales,  Thermoplasmatales,  Methanococcales, Thermococcales, 

Archaeoglobales, Methanopyrales ordolarını içermektedir (Leigh ve ark., 2011). 

 

2.2. Halofilik Arkeler 

Halobacteriales ordosuna ait halofilik arkeler çeĢitli yüksek tuzlu 

ekosistemlerde bulunabilmektedir. Halobacteriaceae familyası üyeleri, tuz gölleri 

(Franzmann ve ark., 1988; Oren ve ark., 1995; Ozcan ve ark., 2006), sodalı göller 

(Soliman ve Trüper, 1982: Tindall ve ark., 1984), tuzlalar (Nuttall ve Dyall-Smith, 

1993: Juez ve ark., 1986: Ihara ve ark., 1997), tuzlu topraklar (Kobayashi ve ark., 1992 ) 

ya da tuz madenleri (Dener ve ark., 1994; Norton ve ark., 1993; Yildiz ve ark., 2012) 

gibi çeĢitli yüksek tuzlu ortamlardan izole edilmiĢlerdir. 

Halofilik arkelerin doğadaki dağılımını belirleyen en önemli faktörler; toplam 

tuz konsantrasyonu, tuzların iyonik kompozisyonu ve mevcut besinlerdir. Halofilik 

arkelerin çoğu türleri, 2.5-3 M’ın altındaki tuz konsantrasyonlarında geliĢememektedir. 

1-2 M tuzlu su içerisinde hücreler zarar görmekte ve türlerin çoğu lizize uğramaktadır.  

Bu nedenle, yeterli miktarda tuz konsantrasyonunun bulunması, halofilik arkelerin 

geliĢebilmeleri için bir ön koĢuldur. Dünya üzerinde halofilik arkeler, evoporasyonla 
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denizden kaynaklanan ve baskın iyon kompozisyonu Na
+
 ve Cl

-
 olan deniz kökenli 

(thalassohaline) ve oldukça farklı iyonik kompozisyona sahip deniz kökenli olmayan 

(athalassohaline) ortamlarda yaĢamaktadırlar. Doğal ortamların yanı sıra bu 

organizmalar yüksek tuz içeren tuzlanmıĢ et, deri, sos gibi yapay ortamlardan da izole 

edilmiĢtir (Oren, 2001). 

Yüksek tuzlu ortamlarda yaĢayan diğer halofilik bakteri ve ökaryotların aksine, 

halofilik arkeler yaĢadıkları ortam ile sitoplazmalarındaki osmotik dengeyi sağlamak 

için, genellikle sitoplazmalarında yüksek miktarda KCl biriktirirler (salt-in stratejisi). 

“Salt-out” stratejisiyle stoplazmalarındaki tuzu dıĢarı atan halotolerant bakterilere göre 

enerjik yönden daha avantajlı olan halofilik arkeler yüksek tuzlu ortamların baskın 

organizmalarıdır (Oren, 1999). Halofiliklerin proteinleri de “salt-in” stratejisi sonucu 

hücrede biriktirilen molar düzeydeki tuz konsantrasyonlarında iĢlev görecek Ģekilde 

adapte olmuĢtur ve düĢük tuz çözeltilerinde çoğunlukla denatüre olurlar. 

Halofilik arkeler genellikle yüksek miktarda karotenoid içerdiklerinden nötral 

veya alkali, aĢırı tuzlu ortamlarda yüksek yoğunluğa ulaĢtıklarında, bulundukları 

ortamın kırmızı renk tonlarında görünmelerine neden olmaktadırlar (Arahal ve ark., 

1996; Castillo ve ark., 2007). Halofilik arkelerin büyük bir kısmı nötral pH 

derecelerinde geliĢmektedir ve  asidofilik karakterde halofilik arkeler henüz rapor 

edilmemiĢtir. pH 6.0 civarında olan Ölüdeniz halofilik arkelerin yoğun olarak 

geliĢebildikleri en asidik ortamdır (Oren ve Gurevich, 1993). Halofilik arkeler genellikle 

aerobik heteretrof olup bazıları anaerobik büyüme potansiyeline sahiptir (Falb ve ark., 

2008). Karbon kaynaklarının aerobik yıkımı, glioksilat döngüsü ve sitokrom zinciri 

içeren elektron transport sistemi ile trikarboksilikasit döngüsü temelinde 

gerçekleĢmektedir. Yüksek tuz konsantrasyonuna sahip ortamlarda oksijen 

çözünürlüğünün az olmasından dolayı halofilik arkelerin çoğu fumarat, trimetilamin N-

oksit (TMAO), dimetilsülfoksit (DMSO), arjinin varlığında veya ıĢık varlığında 

bakteriyorodopsin aracılığıyla anaerobik olarak üreme yeteneğine sahiptirler (Hartmann 

ve ark., 1980; Mancinelli ve Hochstein, 1986; Oren ve Trüper, 1990; Oren ve 

Litchfield, 1999). Halofilik arkeler genellikle optimum geliĢme sıcaklıkları 40-50 ˚C 

olup hafif termofilik özellik gösterirler (Robinson ve ark., 2005). 

Bazı halofilik arke türleri bakteriyorodopsin aracılığıyla ıĢık varlığında ATP 

sentezleyebilmektedir. Bakteriyorodopsin retinal içeren ve hücre dıĢına protonları 
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bırakan bir proton pompasıdır. Halobacterium salinarum da bakteriyorodopsin 

haricinde üç protein daha keĢfedilmiĢtir; klorür pompası olarak çalıĢan halorodopsin, 

fototaksiste görev alan alıcı rodopsin I ve II. Halobacteriaceae familyası türlerinin 

büyük kısmında bu retinal proteinler bulunmamaktadır. Halobacterium salinarium’un 

yanı sıra Haloquadratum walsbyi’ninde iki adet bakteriyorodopsin ve bir adet 

halorodopsin içerdiği saptanmıĢtır (Bolhouis ve ark., 2006; Oren, 2009). 

Halobacteriaceae familyasının ilk üyesinin yaklaĢık yüz yıl kadar önce 

keĢfinden bu yana (Nisan 2012), familya üyesi olan 38 cins ve yüzün üzerinde tür 

tanımlanmıĢtır (www.bacterio.cict.fr). Bugüne kadar oniki türün tüm genom dizisi 

çıkartılmıĢ ve diğer türlerin dizi çalıĢmaları devam etmektedir (Pfeiffer ve ark., 2008; 

Soppa ve ark., 2008). Genelde bu grubun taksonomisi, numerik taksonomi, 

kemotaksonomi, moleküler filogeni, multilokus dizi analizi (MLSA) ve genomik 

karĢılaĢtırma metotlarına dayalı olarak yapılmaktadır (Oren, 2012). 

Ekstrem tuz konsantrasyonu ekolojik niĢinde yaĢamak üzere adapte olmuĢ 

halofilik arkeler çeĢitli biyoteknolojik uygulama potansiyellerin sahiptir. Bu alanlar; 

bakteriorodopsinin holografi, optik bellekler, üç boyutlu ıĢık modulatörleri ve optik 

programlama gibi teknik uygulama alanlarında, uyumlu çözünür maddelerinin 

biyomolekülleri ile hücrelerin stabilizasyonunda ve tuz antagonistleri ya da stres-

koruyucu ajan olarak, ekzopolisakkarit ve biyosurfektan gibi biyopolimerlerinin 

mikrobiyal kaynaklı petrol eldesinde,  fermente gıda ve gıda katkılarının üretilmesinde, 

çeĢitli organik kirleticilerin yıkımı ve dönüĢümü çalıĢmalarında, alternatif enerji üretimi 

alanlarında, yüksek tuz konsantrasyonunda aktif ve stabil kalan endüstriyel öneme sahip 

hidrolazlar ve yeni izomerazların elde edilmesidir ( Litchfield, 2011; Oren, 2010; 

Margesin ve Schiner, 2001; Schiraldi ve ark., 2002). 

 

2.3. Halofilik Enzimler 

Halofilik enzimler, halofilik organizmaların enzimleri olup aktiviteleri, 

stabiliteleri veya solubiliteleri için tuza ihtiyaç duyarlar. 2.5 M ve üzerindeki tuz 

konsantrasyonlarında optimum üreyen halofilik arkelerin enzimlerinin aktif ya da stabil 

kalması için yüksek miktarda tuz gereklidir.  

Halofilik arkeler osmoregülasyon için intraselüler olarak K
+
 biriktirdikleri için 

intraselüler enzimleri yüksek K
+
 konsantrasyonuna, ekstraselüler enzimleri ise yüksek 

http://www.bacterio.cict.fr/
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Na
+
 konsantrasyonuna adapte olmuĢtur. Dolayısıyla intraselüler enzimler 4 M KCl’de, 

ekstraselüler enzimler 5 M < NaCl’de aktif ve stabil kalmaktadır (Dason ve Hough, 

1998). Halofilik arkeler protein yapısında, diğer canlılara göre %20 daha fazla negatif 

yüklü amino asit içermektedir. Ayrıca ortamın “salt-out” etkisini engellemek amacıyla 

halofilik proteinlerde polar olmayan amino asit miktarı azaltılmıĢtır. Örneğin 

Halobacterium sp. NRC-1’in biyoinformatik çalıĢmaları sonucunda glutamik asit, ve bir 

dereceye kadar, aspartik asit sayısındaki artıĢın halofilik mikroorganizmaların 

proteinlerinin genel bir özelliği olduğu anlaĢılmıĢtır (Paul ve ark. 2008). Glutamik asitin 

diğer tüm amino asitlerden daha fazla su bağlama kapasitesine sahiptir ve genellikle 

halofilik proteinlerin yüzeyinde çok sayıda bulunduğu bildirilmiĢtir (Britton ve ark., 

2006). Dolayısıyla halofilik arkelerin enzimleri 1 M’ın altındaki NaCl ve KCl 

konsantrasyonlarında hızla denatüre ve disosiye olurlar, hatta bazen bu denatürasyon 

geriye dönüĢümsüz olabilmektedir (Marhuenda-Egea ve Bonete, 2002). 

Yüksek tuz konsantrasyonları genellikle halofilik proteinlerde konformasyon ve 

iĢlevselliği artırır (Rao ve ark., 2009). Tuz konsantrasyonları, anlamlı biçimde katlama, 

konformasyon, alt birim yapısı ve tuzcul proteinlerin kinetiğini etkileyebilir. Tuzun geri 

çekilmesi, genellikle protein yapısının kademeli kaybıyla ve halofilik proteinlerin 

katlanmamasıyla sonuçlanır. 

Su moleküllerinin, protein molekülleri içine ve yüzeyine bağlanarak 

proteinlerin biyolojik fonksiyonlarında kritik bir rol oynadığı bilinmektedir. Su, 

proteinlerin yüzeyindeki hidrofobik gruplar çevresinde düzenli kafes yapıları oluĢturma 

eğilimindedir. Tuz iyonları, moleküller arası hidrojen bağlarının sayısını azaltarak, 

suyun kafes yapısını bozmaktadır. Yüksek tuz konsantrasyonu; çözünürlüğü, 

bağlanmayı ve stabiliteyi etkiler. Ayrıca proteinler ve protein alt birimleri arasındaki 

etkileĢimler de tuzlardan tarafından etkilenir uzaklaĢtırılır (Paul ve ark., 2008). 

Yüksek tuz su aktivitesini azalttığı için halofilik arkelerin ekstrem tuz 

koĢullarına adapte olmuĢ enzimler, sulu/organik ve susuz/organik ortamlarda 

biyokatalizör olarak kullanım potansiyelleri yüksektir. Ayrıca endüstiriyel organik 

sentezlerdeki yüksek özgüllükleri, stero özgüllükleri ve etkinliklerinden dolayı önemleri 

bir kat daha artmaktadır (Hough ve Danson, 1997; Sellek ve Chaudhuri, 1999; Gomes 

ve Steiner, 2004). 
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Halofilik arkeler, ekstrem halofilik karakterdeki enzimlerin baĢlıca kaynağıdır. 

Halofilik arkelerden amilaz, ksilanaz, proteaz ve lipaz gibi halofilik enzimlerin üretimi, 

izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sınırlı sayıda çalıĢma mevcuttur (Waino ve 

Ingvorsen, 2003; Gomes ve Steiner, 2004; Vidyasagar ve ark., 2006; Perez-Pomares ve 

ark., 2009; Ozcan ve ark., 2009) 

Üretim ya da üretimle ilgili endüstiriyel proseslerde tuza toleranslı enzim 

ihtiyacı sınırlı olduğu için genellikle çok az sayıda haloarkeal enzim uygulama amacı 

benimsenerek çalıĢılmıĢtır. Haloarke kaynaklı ticari enzimlerle ilgili çalıĢmalardan 

örnek biri, Halococcus türünden özel spesifiteye sahip yeni bir restiriksiyon enziminin 

üretimi ile ilgili olarak patent baĢvurusunun yapılmıĢ olmasıdır. Yine baĢka bir 

çalıĢmada haloalkafilik bir arke olan Natronomonas pharaonis’ten izole edilen bir 

kimotripsinojen β- benzeri proteazın diğer halofilik arke enzimlerinde görülen düĢük tuz 

konsantrasyonlarında aktivitesini kaybetmediği belirtilmiĢtir.Bu proteaz 3 mM gibi çok 

düĢük tuz konsantrasyonlarında dahi aktivitesini koruduğu için deterjan katkısı olarak 

kullanılabilme özelliğine sahiptir (Eichler, 2001). 

 

2.3.1. Proteazlar 

Halofilik arkelerden çoğu proteolitik aktiviteye sahiptir. Bazı halofilik 

arkelerin ekstraselüler proteazı izole edilerek karekterizasyonu yapılmıĢtır. 

Haloarkelerde ekstraselüler proteazı ilk defa Norberg ve Hofsten tarafından 1969’da 

tanımlanmıĢtır (Norberg ve Hofsten, 1969). 14 yıl sonar Izotova ve arkadaĢları (1983), 

Halobacterium Salinarum’dan 41 kDa molekül ağırlığında, azokazeine yüksek spesifite 

gösteren proteazı karakterize edmiĢtir. Bu enzim diğer halofilik arkelerin proteazından 

farklı olarak sadece %5 dimetilformamid’de inhibe olmaktadır. Studdert ve arkadaĢları 

(1997), Natronococcus occultus’un ekstraselüler proteolitik aktivitesini incelemiĢ ve 

maksimum aktivitenin 60˚C’de 1-2 M NaCl ya da KCl’de, gözlendiğini belirtmiĢtir 

(Studdert ve ark., 1997).  Seitz ve arkadaĢları (1997), halofilik arke olan Natronococcus 

occultus suĢunun durağan fazında intraselüler proteolitik aktivitesini büyüme ortamına 

karbon ve azot kaynağı eklemeden incelemiĢler ve organizmanın 60 ˚C’de 2 M tuz 

deriĢiminde kazein ve jelatini parçaladığını belirtmiĢtir. Ayrıca çalıĢma sonucunda 

intraselüler proteolitik aktivite ile ekstraselüler proteolitik aktivitenin benzer olduğu 

sonucuna varılmıĢ ve intraselüler proteazın ısıl iĢlemlere ve iyonik kuvvete daha 
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dirençli olduğunu gözlemiĢlerdir (Seitz ve ark., 1997). Thai balık sosundan izole edilen 

Halobacterium sp. PB407 suĢu protezının pH 8’de, 40˚C ve 2-3 M NaCl’de optimum 

aktivite gösterdiği belirtilmiĢtir ( Kanlayakrit ve ark., 2004). 

Halobacterium sp. SP1 suĢunun ekstraselüler proteaz aktivitesi üzerine ortam 

bileĢenlerinin etkisinin incelendiği çalıĢmada FeCl3 ve soya ununun Halobacterium sp. 

SP1 suĢunda ekstraselüler proteaz aktivitesini arttırdığı ve maksimum enzim 

aktivitesinin 0,811 U ml
-1

olduğu bildirilmiĢtir (Akolkar ve ark., 2008). Haloferax 

lucentensis’in ekstraselüler proteazının 57.8 kDa ağırlığında tek zincirli bir polipeptitten 

oluĢtuğu ve en yüksek aktiviteyi 60˚C’de 4.3 M NaCl’de ve pH 8’de gösterdiği 

saptanmıĢtır. Haloferax lucentensis’in proteazı incelendiğinde proteolitik etkinliği, 

ethanol, bütanol, aseton, DMSO ve ksilen gibi suyla karıĢmayan çözücüler haricinde 

aktivitenin değiĢmediği belirtilmiĢtir (Manikandan ve ark., 2009). Akolkar ve Desai  

(2010) yılında Halobacterium sp. SP1 suĢunda NaCl yokluğunda, farklı 

konsantrasyonlarda KCl, gliserol, mannitol, trehaloz, sükroz, betain, prolin ve Na-

glutamat’ın proteaz aktivitesi üzerine etkilerini incelemiĢler ve maksimum enzim 

aktivitesini % 30’luk Na-glutamat varlığında gözlemiĢlerdir (Akolkar ve Desai,  2010). 

Buna benzer diğer bir çalıĢma da aynı ozmolitlerin aynı enzim üzerindeki katalitik ve 

termodinamik etkileri incelenmiĢ ve %30 Na-glutamat varlığında enzimin 80˚C’de 

termal stabilitesini koruduğu belirtilmiĢtir. Enzimin Na-glutamat varlığında termal 

stabilitesini korumasının, NaCl’ün sınırladığı endüstiriyel ve biyoteknolojik alanlarda 

kullanılabilme potansiyeli olabileceği bildirilmiĢtir ( Aparha ve ark., 2010).  

Nötrofilik haloarkelerin yanı sıra Halogeometricum borinquense TSS101 

suĢunda termostabil, haloalkafilik bir serin proteaz izole edilerek saflaĢtırılmıĢtır. 

Enzimin en yüksek aktivtesi pH 10, 60 ˚C ve %20 NaCl’de gözlendiği bildirilmiĢtir 

(Vidyasagar ve ark., 2006). Natrialba magadii’den izole edilen 45 kDa molekül 

ağırlığındaki ekstraselüler proteazın pH 6-12 arasında stabil kaldığı bildirilmiĢtir. Enzim 

aktivitesi için 1.5 M NaCl gerektiği ve kimotripsin tipi enzimin 60 ˚C’de aktivitesini 

koruduğu belirlenmiĢtir (Gimenez ve ark., 2000).  

Dünya çapında ticari ölçekte üretilen proteazın miktarı, biyoteknolojide 

uygulanabilirliği açısından diğer enzimlerden daha fazladır. Proteazlar, toplam 

endüstriyel enzim ticaretinin yaklaĢık % 60’ını oluĢturmaktadır. Proteazlar çamaĢır 

deterjanları, deri, et, süt, ilaç, bira, fotoğraf ile organik sentezlerde ve atıkların 
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muamelesinde kullanılmaktadır. Proteazlar arasında bakteriyel proteazların hayvansal 

ve fungal proteazlar ile karĢılaĢtırıldığı zaman daha etkin olduğu görülmektedir 

(Banerjee ve ark., 1999). 

Nonhalofilik proteazlarla kıyaslandığında halobakteriyel proteazların 

biyokimyada, enzimoloji, biyoteknolojik ve endüstiriyel açıdan yeteri  kadar ele 

alınmadığı görülmektedir. 

 

2.3.2. Amilazlar 

Amilaz gibi niĢasta parçalayan enzimler her üç domeinde (Eukarya, Bacteria 

ve Archaea) yayğın bir Ģekilde bulunmaktadır ve bu enzimler karbonhidrat 

metabolizmasında anahtar role sahiptir. Ancak arkeal amilazla ilgili çalıĢmalar çok 

sınırlı düzeydedir.  

NiĢasta hidrolizine katılan geniĢ bir enzim geniĢ bir enzim çeĢitliliği vardır ve 

bunların büyük bir kısmı endüstiriyel proseslerde kullanılmaktadır (Kadziola ve ark., 

1998). Özellikle amilazlar gıda ve niĢasta iĢleme sanayiinde kullanılan biyoteknolojik 

yönden değerli enzimlerdir (Vihinen ve Mentsala, 1989). Ġlk ticari olarak kullanılan 

enzim α-amilazdır. Günümüzde bakteri ve küflerden elde edilen amilazlar endüstiriyel 

enzim pazarında %25’lik bir paya sahiptir (Aira ve ark., 1983; Rao ve ark., 1998). 

Halofilik arkelerle ilgili ilk amilaz çalıĢması 1969’da yayınlanmıĢtır. Bu 

çalıĢmada Halobacterium sp. amilazının aktivite için yüksek miktarda NaCl’e 

gereksinimi olduğu ve % 25 NaCl’de, 55 ˚C’de stabil kaldığı belirtilmiĢtir (Litchfield, 

2011). Takip eden yılda Halobacterium halobium olarak adlandırılan suĢun amilazının 

düĢük NaCl konsantrasyonunda ( % 0.05) aktivite gösterdiği belirtilmiĢtir ( Good ve 

Hertman, 1970). 

Ġlk detaylı halofilik arke amilazı Natronococcus amylolyticus Ah-36’da 

yapılmıĢtır. Enzim izole edilerek saflaĢtırılmıĢ ve karekterize edilmiĢtir. Ekstraselüler 

amilaz, niĢastadan maltotrioz ünitelerini kopartmakta ve molekül ağırlığı 74 kDa olup 

maksimum aktivitesini pH 8.7, 55 ˚C ve 2.5 M NaCl’de göstermektedir. Enzim, 2.5 M 

NaCl’de pH 6-8 arasında ve 50 ˚C’ye kadar stabil kalmaktadır (Kobayashi ve ark., 

1992). ÇalıĢmanın devamında organizmanın α-amilaz geni Haloferax volcanii’de 

klonlanarak ekspresyonu sağlanmıĢ ve dizisi çıkartılmıĢtır. Enzimin 43 amino asitlik bir 

sinyal peptit içerdiği saptanmıĢtır (Kobayashi ve ark., 1994). 
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Amonyum asetat içeren minimal ortamda geliĢtirilmiĢ Haloferax 

mediterranei’nin, otama niĢasta eklendikten sonra amilaz aktivitesi gösterdiği 

belirtilmiĢtir (Pomeres ve ark., 2003). Ġzole edilerek saflaĢtırılan enzim 8 kDa 

ağırlığında monomeric bir yapıya sahiptir. Haloferax mediterranei’nin amilazı stabilite 

ve aktivitesi için 2-4 M NaCl’ye ihtiyaç duymakta ve maksimum aktivitesini 3 M NaCl, 

pH 7-8 ve  50 – 60 ˚C arasında göstermektedir. Ayrıca enzim 80 ˚C’de maksimum 

aktivitesinin % 65’ini korumakta ve EDTA bir metalloenzim olan amilazın aktivitesini 

inhibe etmektedir (Pomares ve ark., 2003). Aynı ekibin gerçekleĢtirdiği çalıĢmanın 

devamında Haloferax mediterranei’de üç farklı intraselüler amilaz enzimi saflaĢtırılmıĢ 

ve karakterize edilmiĢtir. Ġntraselüler enzimlerden birinin eynı zamanda ekstraselüler 

olduğu ve 1-3 M NaCl’de optimum aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir (Pomares ve ark., 

2009). Haloarcula hispanica’dan izole edilerek saflaĢtırılan α-amilaz enziminin 

optimum pH’sı 6.5 sıcaklığı 50 ˚C ve NaCl konsantrasyonu 4-5 M’dır. Enzim % 30’un 

altındaki NaCl konsantrasyonlarında aktivitesini kaybetmektedir. Yüksek tuz 

konsantrasyonlarında diğer enzimlerin denatüre olduğu 6 M üre varlığında aktivite 

göstermektedir. NaCl yokluğunda üre denatürasyona sebep olmakta bu durum enzimin 

tuza bağımlı olduğunu açık bir Ģekilde ortaya koymaktadır. Haloarcula hispanica 

amilazı twin-arginine translokaz yoluyla taĢınımını sağlayan bir sinyal peptit 

içermektedir (Hutcheon ve ark., 2005). 

Halofilik arkeler düĢük su aktivitesine sahip ortamlarda yaĢadıkları için 

enzimlerinin organic hidrofobik solventlerde iĢlevsel olabileceği beklenen bir 

durumdur. Haloarcula sp. S-1 suĢundan izole edilerek saflaĢtırılan 70 kDa ağırlığındaki 

ekstraselüler α-amilaz enzimi benzen, toluen kloroform gibi solventlerde aktif ve stabil 

kalabilmektedir. Enzim maksimum aktivitesini 50 ˚C’de, 4-3 M NaCl ve pH 7’de 

göstermektedir. DüĢük iyonik Ģiddet varlığında aktivite göstermemesine rağmen düĢük 

tuz konsantrasyonunda  kloroform varlığında aktivite göstermiĢtir (Fukushima ve ark., 

2005). 

Ekstaselüler halofilik enzimler organik solvent toleransına sahip 

olabilmektedir. Bu nedenle halofilik enzimler hidrofobik organik solvent ve yüksek tuz 

içeren endüstiriyel proseslerde kullanılabilme potansiyeline de sahip olabilmektedir.  
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2.3.3. Lipazlar 

Karboksil ester hidrolazlardan esterazlar ve lipazlar biyoteknolojik uygulama 

alanına sahip enzimlerdir. Lipazlar uzun zincirli yağ asitli trigliseritleri substrat olarak 

kullanırken esterazlar, suda çözünen ve daha kısa yağ asitli trigliseeritleri kullanır. 

Karboksil ester hidrolazlar, gıdaların fonksiyonel özellikleri ya da tatlarının 

geliĢtirilmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır (Jaeger ve Eggert, 2002). Ayrıca 

organik solvent varlığında esterifikasyon, polimerizasyon gibi reaksiyonları da 

katalizleyebilmektedir (Shama ve ark., 2001). 

Termofilik ve psikrofilik ekstremofillerden yeni lipaz ve esteraz izole 

edilmesine rağmen, proteaz ve amilazda olduğu gibi halofilik arke kaynaklı lipaz ile 

ilgili olarak da çok fazla çalıĢma yapılmamıĢtır. Eilat’daki bir tuzladan izole edilen 

halofilik arkelerin % 5-15’inde zeytinyağı yıkımına bağlı gerçek lipaz aktivitesine 

rastlanmıĢtır (Lifhfield, 2011).    

Müller-Santos ve arkadaĢları (2009), Haloarcula marismortui esteraz genini 

E.coli’de klonlamıĢ ve recombinant proteini biyokimyasal olarak karakterize 

etmiĢlerdir. Enzim 3 M KCl’de maksimum aktivitesini göstermekte ve tuz yokluğunda 

aktivitesini kaybetmektedir. Protein substrat olarak kısa zincirli yağ asitleri ve 

monogliseridleri kullanmaktadır. Ġnhibitörlerinden yola çıkılarak yapılan çalıĢmada, 

hormon duyarlı lipaz ailesi üyeleri gibi bir serin karboksilesteraz olduğu belirlenmiĢtir. 

Proteinin 3D modelinde halofilik proteinlere ait bir özellik olan asidik amino asit 

miktarının daha yüksek olduğu saptanmıĢtır. Bhatnagar ve arkadaĢları (2005), Cezayir 

kültür kolleksiyonunda bulunan halofilik arkelerde esteraz ve lipaz enzim aktivite 

taraması sonucunda 35 izolatın aktivite gösterdiği belirlenmiĢtir. Bu izolatlardan 

alkafilik karakterli Natronococcus sp.’nin 3 M NaCl ve 40 ºC de lipaz ve esteraz 

aktivitesini gösterdiği belirlenmiĢtir. ÇalıĢmanın devamında lipaz enzimi kısmen 

saflaĢtırılmıĢ ve enzimin zeytinyağı hidrolizinden dolayı gerçek lipaz aktivitesine sahip 

olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca enzimin termostabil olduğu ve 4 M NaCl’de optimum 

aktivite gösterdiği bildirilmiĢtir (Boutaiba ve ark., 2006).  

Türkiyeden izole edilen farklı halofilik suĢların lipolitik aktivitesi Ozcan ve 

arkadaĢları (2009) tarafından belirlenmiĢtir. Lipaz aktivitesine sahip izolatlar lipolitik 

aktivitelerini pH 8-9, 3-4 M NaCl ve 60-65 ºC’de göstermiĢtir.  Haloarcula 

marismortu’nin hem intraselüler hem de ekstraselüler lipaz ve esteraz aktivitesine sahip 
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olduğu, üremenin 60. saatinde enzim aktivitesinin maksimum düzeyde olduğu 

belirtilmiĢtir. ÇalıĢmada 0.5 ve 5 M NaCl’de aktivite gösteren iki farklı enzim 

saptanmıĢtır (Camacho ve ark., 2009).  Halobacterium sp. NRC-1 suĢunun 3.5-5 M 

NaCl ve 30-46 ºC’de inkübe edildiğinde 40. saatte maksimum düzeyde lipaz ürettiği 

belirlenmiĢtir (Camacho ve ark., 2010).  

 

2.4. Hücre Ġmmobilizasyonu 

Mikroorganizma veya enzimlerin, özelliklerini geliĢtirme ve endüstride 

kullanılabilme olanaklarını artırmak amacıyla inorganik ya da organik taĢıyıcılarda 

çesitli yöntemlerle hapsedilmesi ve bağlanması iĢlemine tutuklama (immobilizasyon) 

denir (Çetin, 1983). Enzimlerin farklı yöntemlerle immobilize edilmeleri ve tekrar 

kullanılmalarıyla ilgili çok sayıda çalıĢma yapılmıĢtır. Ġmmobilize edilen bazı enzimler 

endüstriyel iĢlemlerde kullanılmaktadırlar. Ancak daha kararlı ve ucuz olmalarından 

dolayı enzim ayırma ve saflaĢtırma iĢlemlerine gerek kalmadığı için çoğu kez 

immobilize hücreler immobilize enzimlere tercih edilmektedir (Göksungur ve Güvenç, 

2002). 

Ġmmobilize hücreler kullanılarak gerçekleĢtirilen iĢlemler yüksek hücre 

yoğunluğundan dolayı daha verimli olabilmektedir. Ġmmobilize enzimlere göre 

immobilize hücre kullanımının baĢlıca avantajları Ģunlardır;  Çok aĢamalı bir enzim 

reaksiyonuna uygulanması mümkündür, Ġmmobilizasyonda enzim aktivite verimliliği 

yüksektir, ĠĢlevsel kararlılık genellikle yüksektir, Enzim ekstraksiyonu ve/veya 

saflaĢtırması gerekli değildir, Yüksek hücre yoğunluğu sağlanabilir, Hücre yoğunluğu 

ve enzim aktivitesi uzun süreli iĢlev sağlayabilir, Ürünler, immobilize hücrelerden 

kolaylıkla yeniden elde edilebilir, Ġmmobilize hücrelerin, mikrobiyal kontaminasyona 

daha az duyarlı olduğu görülür. Bu avantajların yanı sıra immobilize hücrelerin bazı 

dezavantajları da mevcuttur. Bunlar; tutuklama sırasında zamanla hücrelerin katalitik 

aktiviteleri azalabilir, tutuklanmıĢ tanecik içerisinde mikroorganizmanın büyümesi 

aktiviteyi düĢürür, yaĢayan hücrelerin üremesi ve gaz çıkıĢı bazı tutuklanmıĢ matriks 

sistemlerinde mekanik parçalanma gibi önemli problemler doğurur, tutuklanmıĢ 

yaĢayan mikroorganizmalarda farklı metabolik sistemler sebebiyle, istenen metabolik 

reaksiyonların yanında istenmeyenler de oluĢabilir (Gönen, 2006). 
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2.4.1. Hücre Ġmmobilizasyon Yöntemleri 

Hücreleri immobilize etmek için çok sayıda immobilizasyon metodu ve 

materyali mevcuttur. Yapılan detaylı çalıĢmalar sonucunda yöntem ya da destek 

materyalinin herhangi bir immobilizasyon çalıĢmasında belirli bir standartı olmadığı 

belirlenmiĢtir (Swalsgood, 1985). Biyoteknolojik iĢlemlerde, amaca yönelik 

immobilizasyon yöntemi ve destek maddesinin belirlenmesi gerekmektedir. 

Çoğu hücre bir biçimde doğal olarak immobilize edilmiĢtir, böylece 

immobilizasyon, hücreler için fiziksel bir destek sağlar. Hücre immobilizasyonunda ilk 

aĢama destek maddesine karar vermektir, sonra temel immobilizasyon metodu 

uygulama için göz önünde bulundurulmalıdır. Hücre immobilizasyonunda kullanılacak 

destek maddesinde bulunması gereken toplam yedi temel özellik dikkate alınmalıdır. 

Bunlar: 

1. Fiziksel özellik: Dayanaklılık, parçacıkların sıkıĢtırılabilir olması, gözenek 

derecesi, yüzey alanı, geçirgenlik ve gözenek hacmi göz önünde 

bulundurulmalıdır.  

2. Kimyasal özellik: Hücre modifikasyonu için uygun fonksiyonel grup 

içermesi ve desteğin yenilenebilir olması gereklidir. 

3. Dayanıklılık: Desteğin depolama durumu ve stabilitesini koruması, 

hücrelerin canlılığının devam ettirilebilmesi gereklidir. 

4. Direnç: Fungal ve bakteriyel saldırılara karĢı, kimyasal bozulma, pH, 

sıcaklık, organik solventler, proteazlar ve hücre savunma proteinlerine karĢı 

dirençli olmalıdır. 

5. Güvenlik: Biyolojik yönden çalıĢanlar için sağlıklı ve güvenilir olması 

gereklidir. 

6. Ekonomik özellik: Kullanılabilir ve düĢük maliyetli olması, büyütülebilir 

ölçekli olması ve serbest hücre ürünlerine karĢı sıfır kirlenmenin olması 

gereklidir. 

7. Reaksiyon özelliği: Hücre yükleme ve katalitik verimlilik, reaksiyon 

kinetiği ve yan reaksiyon özellikleri, yüzey ve ürünlerin kütle transferi 

dikkate alınmalıdır (Bickerstaff, 1997). 
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2.4.1.1. Adsorpsiyon 

Adsorpsiyon hücre immobilizasyonunun en basit metodudur. Adsorpsiyon 

yönteminde hücre ile destek materyali arasında tersine çevrilebilir yüzey etkileĢimleri 

kullanılır (Woodward, 1985). Yüzey etkileĢimleri, van der-Walls güçleri gibi 

elektrostatik- iyonik etkileĢimler ve hidrojen bağlarıyla sağlanır. Bunun yanı sıra 

hidrofobik etkileĢimler de gerçekleĢebilmektedir. Bu zayıf güçler çok sayıda kurulduğu 

için etkin bir bağlanma gerçekleĢmektedir. Örneğin maya hücreleri yüzeylerinde yüksek 

miktarda negatif güç içerdiklerinden, pozitif yüklü bir destek materyali ile maya 

hücreleri baĢarılı bir Ģekilde immobilize edilebilir. Destek, hücre yüzeyindeki mevcut 

kimyasal gruplar ile etkileĢime girdiği için, ayrıca bir kimyasal aktivasyon ve 

modifikasyona gerek kalmaz. Dolayısıyla bu metotta hücreler çok az zarar görmektedir. 

Adsorpsiyon yönteminin ilk aĢamasında uygun pH ve iyonik güçler varlığında 

destek materyali ve hücre karĢılaĢtırılarak inkübe edilir. Daha sonra ise bağlanmayan 

hücrelerin uzaklaĢtırılması için yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilir. 

Adsorpsiyon yöntemiyle hücre immobilizasyonun avantajları;  

 Hücrelere hasar vermez 

 Basit, hızlı ve ucuz bir immobilizasyon Ģeklidir 

 Hücre ya da destek mataryalinde kimyasal değiĢikliğe neden olmaz 

 Temiz hücre yenilenmesine izin vererek tersine çevirebilir. 

Adsorpsiyon yöntemiyle hücre immobilizasyonun dezavantajları ise; 

 Destekten ayrılan hücre ürünü kontamine edebilir 

 Nonspesifik bağlanmadır 

 Destek aĢırı yüklenebilir 

 Destek tarafından sterik olarak engellenebilir. 

Adsorpsiyon yönteminin en önemli dezavantajı hücrelerin destekten 

ayrılmasıdır. Hücrelerin destek materyaline bağlanmaması durumunda, iyonik Ģiddet 

oranı pH ve sıcaklık gibi çevresel parametreler değiĢtirilerek baĢlanma miktarı 

arttırılabilir. Bazen kararlı bir Ģekilde adsorbe olmuĢ hücreler substrat kaynaklı 

kontaminantların desteğe bağlanmasından dolayı reaksiyon esnasında destekten kolayca 

ayrılabilirler. Kontrollü bir Ģekilde adsorpsiyon metodu uygulanmadığı zaman desteğin 

aĢırı yüklenmesi düĢük katalitik aktiviteye neden olabilir. 
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 ġekil 2.1. Adsorpsiyon yöntemi 

 

 Celite 

Celite olarak bilinen diatomeler yıllardır kimya endüstrisinde katalitik taĢıyıcı 

olarak kullanılmaktadır. Bugün biyolojik taĢıyıcı olarak da kullanılan Celite, enzim ve 

mikrobiyal hücre immobilizasyonu için uygun bir taĢıyıcı olarak kullanılmaktadır. 

Celite, diatomların fosil tortularından üretilen ucuz ve doğal bir ürünü olup dünyada bol 

miktarda bulunmaktadır. Ġlaç ve gıda sanayiinde ve boya üretiminde kıvam arttırıcı 

olarak kullanılır. Celit kimyasal olarak %90 SiO2’dan ve az miktarda diğer inorganik 

oksitlerden Al2O3 (%3), Fe2SO4 (%1.7) ve CaO (%0.5) den oluĢmaktadır. Celitin bu 

kimyasal kompozisyonu, mikroorganizmalar için toksik değildir, ayrıca kültür 

ortamında çözünmediği için biyolojik ataklardan hiç etkilenmemektedir. Ayrıca 

birbiriyle bağlantılı çok özel bir por yapısına sahip olduğu için adsorpsiyonla 

immobilizasyonda kullanıĢlı bir destek maddesi olmaktadır. 

 

Kitosan  

Kitosan; yengeç, karides, ıstakoz gibi eklembacaklıların kabuklarından, bazı 

bakteri ve mantarların hücre duvarlarından ve doğada selülozdan sonra en yaygın olarak 

bulunan kitinden elde edilen bir polimerdir. Herhangi bir toksitesinin bulunmaması, 

alerji ve iritasyon yapıcı olmaması nedeniyle, ilaç, yiyecek, biyoteknoloji, tarım ve 

kozmetik gibi sektörlerde geniĢ kullanım alanına sahiptir (Aranaz ve ark., 2009), 

Kitosan, kitinin alkali ortamda deasetilasyonu sonucu elde edilen  (1-4)  bağlı D-

glukozamin ünitelerinden oluĢan lineer bir polisakkarittir. Kitosan farklı viskozite, 

molekül ağırlığı (50000-2000000 kDa) ve deasetilasyon derecelerine (% 40-98) sahiptir.  

Kitosanın molekül ağırlığı ve deasetilasyon derecesi; kitinin kaynağına, izolasyon 

yöntemine, sodyum hidroksit ile iĢlem görme süresine, konsantrasyonuna ve iĢlem 

sırasındaki sıcaklığa bağlıdır (Guo ve ark., 2002).   Kitosan, nötral ve alkali pH’da 
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çözünmez;  fakat glutamik asit,  hidroklorik asit,  laktik  asit  ve  asetik  asit  gibi  

inorganik  ve  organik asitlerle  suda  çözünebilen  formlara  dönüĢmektedir.  Asidik 

ortamda ise, çözünmeyi takiben polimerin amino grupları protonlanır ve böylece 

molekül pozitif yüklenir. Her glukozamin ünitesinde bir yük olduğundan kitosan yüksek 

yük dansitesine sahip olup,  negatif yüzeylerle güçlü bir Ģekilde etkileĢir ve bir çok 

metal iyonu ile kompleks oluĢturur (Singla ve Chawla, 2001). 

Kitosan bu özel kimyasal yapısından kaynaklı adsorpsiyonla 

immobilizasyonda kullanıĢlı bir destek maddesi olmaktadır. 

 

2.4.1.2. Kovalent Bağlama 

Kovalent bağlama yöntemi ile immobilizasyon, hücre ile destek maddesi 

arasında kovalent bağların oluĢumu ile gerçekleĢtirilir. Kovalent bağlama yöntemi 

genellikle enzim immobilizasyonunda kullanılmaktadır. Kovalent bağlar destek 

maddesinin yüzeyinde bulunan fonkiyonel gruplarla, hücre yüzeyinde bulunan amino 

asitlere ait fonksiyonel guruplar arasında oluĢmaktadır. Hücre yüzeyinde bulunan, lizin 

ya da arjininin amino asit grubu (NH2), aspartik asit ya da glutamik asitin karboksil 

grubu (CO2H), serin ya da tironinin hidroksil grubu (OH) ve sisteyinin sülfidril grubunu 

(SH)’nun sayısı kovalent bağlama yöntemi ile immobilizasyon için yeterli olmaktadır 

(Cabral ve  Kennedy, 1991). 

Kovalent bağlanma ile hücre immobilizasyonu ideal desteğin mevcut 

olmadığını göstermektedir. Bu nedenle hücre immobilizasyonunda kullanılacak 

desteğin avantajları ve dezavantajları iyi belirlenmelidir. Birçok faktör hücrenin desteğe 

bağlanmasını etkileyebilmektedir (Bickerstaff, 1997).  

 

                                  

ġekil 2.2. Kovalent bağlama yöntemi 
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2.4.1.3. Hapsetme 

Hapsetme yöntemi ile hücre immobilizasyonu yapay ya da doğal polimerlerde 

kafesler oluĢturularak gerçekleĢtirilmektedir. Polimerik tanecikler, substratın ve ürünün 

taneciğin içine girip çıkabileceği Ģekilde, substrat ve ürün molekülünden büyük, hücre 

boyutundan küçük gözenek boyutuna sahip olmalıdır. Böylece substrat ve ürünler 

gözenekli polimer ağ içerisinde rahat hareket edebilmekte ve hücrelerin reaksiyon 

ortamına karıĢması engellenmiĢ olmaktadır. Hapsetme yöntemi ile hücre 

immobilizasyonunun en önemli avantajı zararlı hücreler ve proteinlerin, immobilize 

edilmiĢ hücreyle etkileĢimini engellemesidir. 

Hapsetme yöntemiyle hücre immobilizasyonunda yaygın olarak kullanılan 

birkaç yöntem vardır. Bunlar: Multivalent katyonlarla iyonotropik jelasyon (alginat), 

sıcaklık azaltan jelasyon (agaroz ve jelatin), kimyasal/fotokimyasal reaksiyonla organik 

polimerizasyon (poliakrilamit), immiscible solventten çözelti (polystryene)’dir. 

Sonuç olarak hapsetme yöntemiyle immobilizasyonda, etkin tutuklama 

maddesinin seçimindeki en önemli faktör, materyalin moleküler boyutu ve yapısı ile 

destek içine ve dıĢına difüzlenen substrat ile ürünün boyutudur (Bickerstaff, 1997).  

 

                                        

ġekil 2.3. Hapsetme yöntemi 

 

Agar 

Agar agar (veya agar) bazı kırmızı deniz yosunlarından (Gelidiacae, 

Sphaeroccaceae ve Rhodophyceae) elde edilen özüt olup, agaroz (%70) ve agaropektin 

polisakkaritlerini içermektedir. Bir Japon efsanesine göre agarın orijinal üretim yöntemi 
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tahminen 1658 yılında, 17. yüzyılın ortalarında keĢfedilmiĢtir. Birçok bilim adamı 

tarafından agarın kimyasal yapısı, 1859 ile 1938 yılları arasında analiz edilmiĢtir ve D-

galaktoz, 3,6-anhydro-L-galaktoz, sülfat’tan oluĢtuğu bulunmuĢtur. Agaropektin asidik 

bir polimer iken agaroz, hemen hemen nötr bir polimerdir. Agaroz, agarın yüksek 

polimerleĢtirme özelliğinden sorumlu iken, agaropektin vizikoz özellik verir. Agar 30 – 

40 C° arasında jelleĢirken, 90 – 95 C° sıcaklıklarda erir. Erime ve jelleĢme sıcaklığında 

pH etkilidir. Agar bir poligalaktozit olup bazı hidroksil grupları sülfirik asitle 

esterleĢtirilmiĢtir. Agarın katılaĢtırma özelliğini, bileĢimindeki D-galakton 

sağlamaktadır. BileĢiminde ayrıca inorganik tuzlar, çok az miktarda protein benzeri 

maddeler ve eser miktarda yağ bulunmaktadır. Mikrobiyolojide kullanılan ağarlar özel 

olarak saflaĢtırılarak, antimikrobiyal maddeler ve pigmentlerden arındırılır. Uzun ve 

dallanmıĢ zincir yapısı nedeniyle, birkaç istisna dıĢında, mikro organizmalar tarafından 

kullanılmaz.  

Agarın kullanım alanlarında geniĢ bir çeĢitlilik vardır.  Agar fırıncılıkta, 

Ģekerleme, süt endüstrisi ve et paketlemede, ilaç, biyomedikal, biyoteknolojik alanlarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır.  

(http://www.fao.org/docrep/field/003/AB730E/AB730E03.htm). 

 

Aljinat 

Sodyum, kalsiyum ve magnezyum tuzları Ģeklinde bulunan aljinatlar, aljinik 

asitin tuzlarıdır ve Phaeophycea kahverengi algden üretilmektedir. Aljinik asit, (1-4) 

glikozidik bağlarıyla bağlı D-manuronik asit ve L-gluronik asitin bir kopolimeridir. 

Aljinat jellerin sertliği molekül ağırlığı, polimer değiĢimi ve manuronat/gluronat 

oranına bağlıdır. Manuronat oranı yüksek polimerler çok zayıf ve bulanık jeller 

oluĢtururken, gluronat oranı yüksek polimerler kararlı ve saydam jeller oluĢturmaktadır. 

Sodyum alginatın suda çözünmesi, su tutma kapasitesi ve jelleĢme hızı oldukça 

yüksektir. Sodyum alginat +2 değerlikli katyonlarla (Ca
+2

, Mg
+
 Sr

+
 gibi) mekanik 

olarak dayanıklı jeller oluĢturur.  

 Mikroorganizmaların aljinata tutuklanmasında sodyum aljinat ve 

mikroorganizma çözeltisi ile yapılan polimer ağı için Ca
+2

 gibi iki değerlikli katyonlar 

kullanılır. Na
+
 ile Ca

+2
 iyonlarının yer değiĢtirmesi sonucu kalsiyum aljinat polimer 

tanecikleri oluĢur. Bunun için Ca
+2

 iyonları içeren inorganik tuzlar sodyum aljinat ile 

http://www.fao.org/docrep/field/003/AB730E/AB730E03.htm
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temas ettirilir. Aljinatın Ca
+2

 ile jelleĢmesi kalsiyum iyonlarının gluronat bloklarına 

bağlanması ile gerçekleĢir. Jellerin kararlı, direncinin fazla olması için aljinatın yüksek 

miktarda gluronat blok içermesi gerekmektedir. Yüksek molekül ağırlıklı sodyum 

aljinat, düĢük deriĢimlerde kullanıldığında baĢarılı sonuçlar elde edilmektedir. 

 

2.4.1.4. Çapraz Bağlama 

Çapraz bağlama yöntemiyle hücre immobilizasyonu serbest desteklidir ve 

büyük, üç boyutlu karmaĢık yapılar oluĢturmak için birbirine bağlanan hücrelerden 

oluĢmaktadır. Çapraz bağlama yöntemiyle hücreler, bis-diazobenzidin-2,2 disülfonik 

asit, diizotiyosiyanatlar, gluteralddehit ve tolüen gibi biyofonksiyonel ajanlarla fiziksel 

ve kimyasal bağlanarak polimerize edilir. Kimyasal çapraz bağlama yönteminde 

hücrelerin çift ya da çok fonksiyonlu bir ajan yardımıyla üç boyutlu bir örgü 

oluĢturması sağlanır. Fiziksel çapraz bağlama yöntemiyle hücre immobilizasyonunda 

ise hücrelerin karĢılıklı yapıĢma özelliğinden yararlanılarak hücre kitlesi oluĢturma 

ilkesine dayanmaktadır. Bu yöntem biyoteknolojide yüksek hücre yoğunluğuna ulaĢmak 

için yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak çapraz bağlamada kullanılan ajanların 

toksikliği yüzünden hücre immobilizasyonunda bu yöntemin kullanılması sınırlıdır.   

Çapraz bağlama diğer immobilizasyon yöntemleri için bir araç olarak farklı 

immobilizasyon metotlarında hücre sızmalarını önlemek ve bu metotları geliĢtirmek için 

kullanılmaktadır (Bickerstaff, 1997). 

 

                                        

ġekil 2.4. Çapraz bağlama yöntemi  
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2.4.1.5. Kapsülleme 

Kapsülleme yöntemiyle hücre immobilizasuonunda hücrelerin çevresinde çapı 

1µ ya da daha büyük polimer yapılı zarlar oluĢturulur. Kapsül zarı proteinler ve 

enzimlerin kapsül içine ya da dıĢına geçmesini önlerken küçük substratlar ve ürünler 

yarı geçirgen membrandan kolayaca geçebilmesini sağlar. Kapsülleme yöntemiyle 

biyolojik hücrelerin kullanımı da mümkün olmaktadır. Örneğin, eritrosit membranı yarı 

geçirgen özelliktedir ve sadece küçük moleküllerin geçiĢine izin vermektedir. Bir çok 

polimer kapsül zarı olarak kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları: polisitiren, naylon, 

akrilat ve poliester membranlardır.  

Kapsülleme yöntemiyle immobilizasyonda difüzyon ile ilgili herhangi bir 

problem sonucunda kapsül parçalanabilmektedir. Bu da kapsülleme yöntemiyle hücre 

immobilizasyonunun en önemli dezavantajı olmaktadır. 

 

                                            

ġekil 2.5. Kapsülleme yöntemi 

 

2.4.2. Halofilik Arkelerde Hücre Ġmmobilizasyonu 

Halofilik arkelerde hücre immobilizasyonu ile ilgili olarak literatürde sınırlı 

sayıda çalıĢma bulunmaktadır.   

Bagal ve Madamwar (1996)  Halobacterium salinarium hücrelerini kalsiyum 

alginat ve polivinil alkol filimlerine immobilize ederek α-amilaz enzim aktivitesini 

incelemiĢlerdir. % 3.5 aljinata hapsedilen hücrelerin, PH7.2 de 40 ºC’de en yüksek 

enzim aktivitesi gösterdiğini belirlemiĢlerdir.  

Halogeometricum sp. TSS101  hapsetme yöntemiyle % 2’lik agara immobilize 

edilerek proteaz aktivitesi belirlenmiĢtir (Vidyasagar ve ark., 2006). Serbest 

Halogeometricum sp. TSS101’de maksimum proteaz aktivitesi 84. saatte gözlenirken  
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immobilize edilen hücrelerde ise 10 tekrar boyunca 60. saatte gözlenmiĢtir (Vidyasagar 

ve ark., 2006).  

Tapingkae ve arkadaĢları (2010) hapsetme, adsorpsiyon ve çapraz bağlama 

yöntemlerini kullanarak Natrinema gari BCC 24369 suĢunu immobilize etmiĢler ve 

histamin degredasyonunu incelemiĢlerdir. Natrinema gari BCC 24369 hücreleri için en 

yüksek histamin degredasyonunun Celite 545’e adsorpsiyon yöntemiyle immobilize 

edilen hücrelerde saptandığı belirtilmiĢtir. Ġkinci yüksek histamin degredasyonu 

hapsetme ile agara immobilizasyonda belirlenmiĢtir. Çapraz bağlama ile 

immobilizasyonda ise histamin degredasyonu görülmemiĢtir (Tapingkae ve ark., 2010).  

Halobacterium sp. JS hücrelerinin kalsiyum alginat, k-karragenan 

poliakrilamid ve jelatine immobilize edildiği diğer bir çalıĢmada, halofilik proteaz 

üretimi incelenmiĢtir. Buna göre en yüksek proteaz aktivitesi ve en az hücre kaybı 

kalsiyum aljinat kullanılarak yapılan immobilizasyonda saptanmıĢtır (Vijayanand ve 

ark., 2012).  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

Sodyum klorür (NaCl), Magnezyum sülfat (MgSO4), Potasyum klorür (KCl), 

Sodyum sitrat (Na3C6H5O7), yeast ekstrakt,  Agar, Celite 281, Glutaraldehit (%50), 

Kalsiyum klorür (CaCl2), Nitrik asit (CHNO3), p-nitrofenilbütrat, paranitrofenol, gum 

Arabic, Folin-ciocalteu’s, NiĢasta, Sodyum potasyum tartarat, Sodyum hidroksit 

(NaOH), Sodyum karbonat (Na2CO3), Fenol, Glukoz, Sodyum trifosfat, Hekzan, Etanol, 

Asetik asit, TCA, Tirozin, Kitosan, Sodyum aljinat, Dinitro Salisilik Asit (DNSA),  

Kazein, Trizma Base,  Sigma ve Merck firmasından temin edilmiĢtir. 

Kullanılan cihazlar ve markaları Çizelge 3.1.’de verilmiĢtir. 

 

Çizelge 3.1. Tez kapsamında kullanılan cihazlar ve markaları 

Cihaz Marka 

Hassas Terazi Ohaus EP 214C 

Otoklav Alp CL32S 

Manyetik KarıĢtırıcı Are 

Sıcaklık Ayarlı Sabit inkübatör Nüve EN 500 

Sıcaklık Ayarlı Çalkalamalı Ġnkübatör Edmund Bühler GmbH  

Santrifüj Hettich zentrifugen EBA 12R 

Spektrofotometre Shimadzu UV-1208 

Laminer kabin Kojair KR-130 Golden Line 

Su Banyosu Nüve BM 402 

Vorteks IKA 

Etüv Heraeus 

pH metre Ġnılab wtw series 

 

3.1.2. Halofilik Arkeler 

ÇalıĢma kapsamında Mustafa Kemal Üniversitesi, Fen Edebiyat Fakültesi, 

Moleküler Biyoloji laboratuarında bulunan ve Samandağ (Hatay) dahil olmak üzere 
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Türkiye’nin farklı bölgelerinden toplanarak izole edilmiĢ halofilik arke koleksiyonuna 

ait A138, A235, B45, D83A ve SD23 izolatları kullanılmıĢtır.  

 

3.1.3. Besiyeri 

Halofilik arke izolatlarının aktifleĢtirilmesi ve geliĢtirilmesi amacıyla Sehgal-

Gibbons (SG) besiyeri (250 g/L NaCl, 20 g/L MgSO4.7H2O, 2 g/L KCl, 3 g/L Sodyum 

sitrat, 0.023  g/L FeSO4.7H2O, 7.5 g/L casamino asit, 1 g/L yeast ekstrakt, pH 7.3) 

kullanılmıĢtır (Ozcan ve ark., 2007). 

 

3.1.4. Halofilik Arke Ġzolatlarının Ġmmobilizasyonunda Kullanılan Destek 

Materyalleri 

Adsorpsiyon yöntemi ile immobilizasyonda Celite 281 ve kitosana, hapsetme 

yöntemi ile immobilizasyonda agar ve sodyum aljinat, çapraz bağlama yöntemi ile 

immobilizasyonda ise sodyum aljinat ve kitosan kullanılmıĢtır. 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Halofilik Arke Ġzolatlarının Üretilmesi  

ÇalıĢma kapsamında kullanılan her bir izolat SG sıvı besiyerine ekilerek, 

37˚C’de 125 rpm’de çalkalamalı olarak geç logaritmik faz (A660  3.5-4) aĢamasına 

kadar üretilmiĢtir. Sıvı SG besiyerinde üretilen izolatlar 5000 rpm’de 30 dakika santrifüj 

edilmiĢ ve hücre peletleri elde edilmiĢtir.   

 

3.2.2. Hücre Ġmmobilizasyonu 

3.2.2.1. Adsorpsiyon Yöntemi ile Ġmmobilizasyon 

Celite 281 ile İmmobilizasyon 

Halofilik arke hücrelerinin Celite 281 ile immobilizasyonu Khare ve Nakajima 

(2000) ve Mansour ve Dawoud (2003)’e göre yapılmıĢtır. Celite 281 etanolle 

yıkandıktan sonra %10 nitrik asit çözeltisinde bir gece bekletilmiĢ, ardından yıkanarak 

80 ºC’de kurutulmuĢ ve immobilizasyona hazır hale getirilmiĢtir. Arke kültürlerinden 

santrifüjle toplanan hücre peleti standart tamponla (3.5 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, PH 

7.4) iki kez yıkanarak immobilizasyona hazır hale getirilmiĢtir. 
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5g Celite, içersinde 0.5 g hücre bulunan 10 ml standart tampon ile karıĢtırılarak 

+4 ºC’de bir saat bekletilmiĢ, sonra standart tampon ile yıkanarak süzülmüĢtür. Celite 

281’e immobilize edilen hücreler, enzim aktivitesi belirleme çalıĢmalarına kadar +4 

ºC’de saklanmıĢtır.  

 

Kitosan ile immobilizasyon 

Kitosan ile arke hücrelerinin immobilizasyonu Pereira ve arkadaĢları (2003)’e 

göre yapılmıĢtır. Kitosan desteği oda ısısında 1 saat süreyle hekzanla muamele edilerek 

immobilizasyona hazır hale getirilmiĢtir. Arke kültürlerinden santrifüjle toplanan hücre 

peleti standart tamponla iki kez yıkanarak immobilizasyona hazır hale getirilmiĢtir. 0,5 

g hücre, 10 ml standart tampon ve 5 g kitosan desteği ile karıĢtırılarak oda sıcaklığında 

3 saat bekletilmiĢ, ve daha sonra +4 ºC’de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası 

karıĢım, standart tamponla yıkanarak süzülmüĢtür. Kitosan desteğine immobilize edilen 

hücreler, enzim aktivitesi belirleme çalıĢmalarına kadar +4 ºC’de saklanmıĢtır.  

 

3.2.2.2. Hapsetme Yöntemi ile Ġmmobilizasyon 

  Kalsiyum Aijinat ile İmmobilizasyon  

Halofilik arke hücrelerinin sodyum aijinat ile immobilizasyonu Takeno ve ark. 

(2005)’a göre yapılmıĢtır. Sodyum-aljinat (%3.5) çözeltisiyle, santrifüjle toplandıktan 

sonra 2.5 ml standart tamponda süspanse edilmiĢ 0.5 g hücre peleti karıĢtırılmıĢtır. 

Aljinat hücre karıĢımı 100 ml 0.55 M CaCl2 çözeltisine damlatılarak kalsiyum aljinat 

küreleri elde edilmiĢtir. Kalsiyum aljinat küreleri +4 ºC’de bekletilmiĢ ve süzülerek 

standart tamponla yıkanmıĢtır. Sodyum-aljinata hapsedilmiĢ hücreler enzim aktivite 

çalıĢmalarına kadar +4 ºC’de bekletilmiĢtir. 

 

  Agar ile İmmobilizasyon  

Agar ile immobilizasyon çalıĢması Takeno ve ark. (2005)’a göre yapılmıĢtır. 

Halofilik arke izolatlarını agara hapsetmek amacıyla %4’lük agar hazırlanmıĢtır. 

Hazırlanan agar otoklavdan çıkarıldıktan sonra 50 ºC’ye kadar soğutulmuĢ ve santrifüjle 

toplandıktan sonra 2.5 ml standart tamponda süspanse edilen 0.5 g hücre peleti ile 

karıĢtırılmıĢtır. Hücre, agar karıĢımı, steril edilerek soğutulmuĢ sıvı yağ içerisine küt 

uçlu iğne yardımıyla damlatılarak agar küreleri elde dilmiĢ ve agar küreleri +4 ºC’de 



  26 

 

 

bekletildikten sonra süzülerek standart tamponla yıkanmıĢtır. Agara hapsedilmiĢ 

hücreler enzim aktivite çalıĢmalarına kadar +4 ºC’de bekletilmiĢtir.  

 

3.2.2.3. Çapraz Bağlama Yöntemi ile  Ġmmobilizasyon   

 Aljinat Kitosan ile İmmobilizasyon  

Halofilik arke hücrelerinin aijinat-kitosana immobilizasyonu Vidyasagar ve ark. 

(2006)’a göre yapılmıĢtır. Hücreleri aljinat-kitosana çapraz bağlayarak immobilize 

etmek için, % 3.5 aljinat çözeltisi, santrifüjle toplanmıĢ ve içerisinde 0.5 g hücre peleti 

bulunan 2.5 ml standart tampon ile karıĢtırılmıĢtır. Aljinat hücre karıĢımı, içerisinde 

%2’lik asetik asitte çözünmüĢ % 0.5 kitosan bulunan %0.5’lik CaCl2 çözeltisine 

damlatılmıĢ ve kürelerin oluĢması sağlanmıĢtır. +4 ºC’de bir saat inkübe edilmiĢ hücre 

içeren küreler süzülerek standart tamponla yıkanmıĢ ve enzim aktivite çalıĢmalarına 

kadar +4 ºC’de bekletilmiĢtir. 

 

Çapraz Bağlı-Aljinat ile İmmobilizasyon 

Çapraz bağlı aijinat ile immobilizasyon çalıĢması Vidyasagar ve ark. (2006)’a 

göre yapılmıĢtır. Arke hücrelerini aljinata çapraz bağlamak amacıyla % 3.5 aljinat 

çözeltisi, santrifüjle toplanmıĢ ve 0.5 g hücre peleti içeren 2 ml standart tampon ile 

karıĢtırılmıĢtır. Hücre aljinat karıĢımına 1 ml % 0.5’lik glutaraldehit eklendikten sonra 

karıĢım oda ısısında bekletilmiĢ, 0.5 M’lık 100 ml CaCl2 çözeltisine damlatılarak 

kürelerin oluĢması sağlanmıĢtır. +4 ºC’de inkübe edilmiĢ hücre içeren küreler süzülerek 

standart tamponla yıkanmıĢ ve enzim aktivite çalıĢmalarına kadar +4 ºC’de 

bekletilmiĢtir.  

 

Çapraz Bağlı-Kitosan ile İmmobilizasyon 

Arke hücrelerinin çapraz bağlı kitosan ile immobilizasyonu Carrara ve Rubialo 

(1994)’a göre yapılmıĢtır. Hücreleri aljinata çapraz bağlayarak immobilize etmek için: 

% 2’lik asetik asitte çözülen kitosan çözeltisi % 15’lik 150 ml sodyum trifosfat 

çözeltisine damlatılarak kürelerin oluĢması sağlanmıĢtır. Kitosan küreleri standart 

tamponla yıkandıktan sonra %0.1 glutaraldehit çözeltisi ile karıĢtırılıp oda ısısında 

bekletilerek aktif hale getirilmiĢtir. 5 g kitosan küresi, içerisinde 0.5 g hücre peleti 

bulunan 10 ml standart tamponla karıĢtırılarak 24 saat oda ısısında 100 rpm’de inkübe 
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edilmiĢ ve standart tamponla yıkandıktan sonra enzim aktivite çalıĢmalarına kadar +4 

ºC’de bekletilmiĢtir.  

 

3.2.3. Enzim Aktivitesi Tayin Yöntemleri 

3.2.3.1. Lipaz Aktivitesi  

Serbest ve immobilize hücrelerin lipaz aktivitesi tayini Ozcan ve ark. (2009)’a 

göre yapılmıĢtır. Ġnkübasyon zamanına bağlı lipaz aktivitesini belirlemek amacıyla 

immobilize ve serbest hücreler, içerisinde % 0.5 sıvıyağ ve gum arabik içeren 40 ml 

standart tamponla karıĢtırılmıĢ ve 37 ºC’de, 125 rpm de inkübasyona kaldırılmıĢtır. 8 

gün (192 saat) boyunca her 24 saatte bir immobilize ve serbest hücrelerin lipaz 

aktivitesi belirlenmiĢtir. Lipaz aktivitesini belirlemek amacıyla ekstraselüler ortam 

15000 g’de santrifüjlenmiĢ ve süpernatant enzim kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 

Hücrelerin lipaz aktivitesi substrat olarak p-nitrofenilbütirat (pNPB) kullanılarak 

belirlenmiĢtir. pNPB final konsantrasyonu 1 mM olacak Ģekilde NaCl içeren standart 

tamponda hazırlanmıĢtır. Reaksiyon karıĢımı 40 ºC’de, 5 dakika statik koĢullarda 

inkübe edildikten sonra 0.25 M Na2CO3 ilave edilerek reaksiyon durdurulmuĢtur. 

Reaksiyon ortamında açığa çıkan p-nitrofenol (pNP) deriĢimi 410 nm’de absorbans 

ölçülerek tayin edilmiĢ ve aktivite mol pNP/dk.ml olarak hesaplanmıĢtır.  

Bir ünite (enzim aktivitesi) 1 dakikada 1μmol pNP açığa çıkaran enzim miktarı 

olarak tanımlanmıĢtır 

                                                

Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan pNP (μmol)/enzim kaynağı (ml)× inkübasyon 

süresi 

                   

3.2.3.2. Proteaz Aktivitesi  

Proteaz aktivitesi tayini Vidyasagar ve ark. (2006)’a göre yapılmıĢtır. 

Ġnkübasyon zamanına bağlı proteaz aktivitesini belirlemek amacıyla immobilize ve 

serbest hücreler, içerisinde % 0.5 kazein, gum arabik ve NaCl içeren 40 ml standart 

tamponla karıĢtırılmıĢ ve 37 ºC’de, 125 rpm’de inkübasyona bırakılmıĢtır. 8 gün (192 

saat) boyunca her 24 saatte bir immobilize ve serbest hücrelerin proteaz aktivitesi 

belirlenmiĢtir. Proteaz aktivitesini belirlemek amacıyla ekstraselüler ortam 15000 

rpm’de santrifüjlenmiĢ ve süpernatant enzim kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 
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Hücrelerin proteaz aktivitesi substrat olarak standart tamponda hazırlanmıĢ % 

0.6 kazein çözeltisi kullanılarak belirlenmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı 40 ºC’de, 30 dakika 

statik koĢullarda inkübe edildikten sonra, ortama % 5 trikloroasetik asit (TCA) ilave 

edilerek reaksiyon durdurulmuĢtur. TCA ilave edilen örnekler santrifüjlendikten sonra 

alınan süpernatan üzerine 0.5 M Na2CO3 ardından üç kat sulandırılmıĢ Folin-ciocalteu’s 

çözeltisi eklenmiĢtir. Reaksiyon ortamında açığa çıkan tirozin deriĢimi 660 nm’de 

absorbans ölçülerek tayin edilmiĢ ve aktivite mol tirozin/dk.ml olarak hesaplanmıĢtır.  

Bir ünite (enzim aktivitesi) 1 dakikada 1μmol tirozin açığa çıkaran enzim 

miktarı olarak tanımlanmıĢtır. 

 

Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan tirozin (μmol)/enzim kaynağı (ml)× inkübasyon 

süresi 

 

3.2.3.3. Amilaz Aktivitesi  

Amilaz aktivitesi Hasseltine ve ark. (2005)’e göre yapılmıĢtır. Ġnkübasyon 

zamanına bağlı amilaz aktivitesini belirlemek amacıyla immobilize ve serbest hücreler, 

içerisinde %0.5 niĢasta içeren 40 ml standart tamponla karıĢtırılmıĢ ve 37 C’de, 125 

rpm’de inkübasyona bırakılmıĢtır. 8 gün (192 saat) boyunca her 24 saatte bir serbest ve 

immobilize hücrelerin amilaz aktivitesi belirlenmiĢtir. Amilaz aktivitesini belirlemek 

amacıyla ekstraselüler ortam 15000 rpm’de santrifüjlenmiĢ ve süpernatant enzim 

kaynağı olarak kullanılmıĢtır. 

Ġmmobilize edilmiĢ hücrelerin amilaz aktivitesi substrat olarak % 1 niĢasta ve 

tuz içeren standart tampon (pH 7.4) kullanılarak belirlenmiĢtir. Reaksiyon karıĢımı 40 

C’de, 30 dakika statik koĢullarda inkübe edildikten sonra dinitrosalisilik asit (DNSA) 

ilave edilerek 10 dakika kaynar suda bekletilmiĢtir. Örnekler soğutulduktan sonra 5 ml 

distile su ile seyreltme yapılmıĢtır. Reaksiyon ortamında açığa çıkan indirgen Ģeker 

miktarı olarak glukoz deriĢimi 575 nm’de absorbans ölçümüyle tayin edilmiĢ ve aktivite 

mol glukoz/dk.ml olarak hesaplanmıĢtır.  

Bir amilaz enzim ünitesi 1 dakikada bir µmol indirgen Ģeker (glukoz) oluĢturan 

enzim miktarı olarak tanımlanmıĢ ve enzim aktivitesi aĢağıdaki gibi hesaplanmıĢtır. 
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  Enzim aktivitesi (U/ml) = serbest kalan glukoz (μmol)/enzim kaynağı (ml)× inkübasyon 

süresi 

 

3.2.4. Ġmmobilizasyon Yöntemlerinin Optimizasyonu 

Her bir hidrolitik enzim yönünden en yüksek aktiviteyi gösterdiği belirlenen 

immobilize arke izolatı için, immobilizasyon yöntemi basamakları değiĢtirilerek 

optimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır.   

 

3.2.4.1. Celite 281’e adsorpsiyon Yönteminin Optimizasyonu 

Halofilik arke hücrelerinin Celite 281’e immobilizasyonunda, yukarıda verilen 

standart yöntemin basamakları değiĢtirilerek 5 farklı Ģekilde immobilizasyon 

yapılmıĢtır. Buna göre, 

1. Yıkama iĢlemi yapılmamıĢ Celite 281 kullanılarak,  

2. Etanolle yıkanmıĢ ve 48 saat % 10’luk nitrik asitte bekletilmiĢ Celite 281 

kullanılarak,  

3. Etanolle yıkanmıĢ ve 24 saat % 20’lik nitrik asitte bekletilmiĢ Celite 281 

kullanılarak, 

4. Etanolle yıkanmıĢ ve 48 saat 1 M hidroflorik asitte bekletilmiĢ Celite 281 

kullanılarak, 

5. Hücre peleti ve Celite 281 karıĢımı +4 C’de 24 saat bekletilerek, 

halofilik arke hücreleri immobilize edilmiĢtir. 

 

3.2.4.2. Kitosana Adsorpsiyon Yönteminin Optimizasyonu 

Halofilik arke hücrelerinin kitosan desteğine immobilizasyonunda, yukarıda 

verilen standart yöntemin basamakları değiĢtirilerek 6 farklı Ģekilde immobilizasyon 

yapılmıĢtır. Ġmmobilizasyon basamaklarındaki değiĢiklikler, Preira ve ark. (2003) ve 

Shen ve ark. (2010)’a göre modifiye edilerek yapılmıĢtır.  Buna göre;  

1. Hekzanla muamele edilmiĢ kitosan desteği ile hücre süspansiyonu karıĢımı +4 

C’de inkübe edilmeden, 

2. % 2’lik asetik asitte doksan dakika çözdürüldükten sonra % 5’lik NaOH ile 

pH 6-6,5’a ayarlanmıĢ kitosan kullanılarak, 

3. Hekzanla mamele edilmemiĢ kitosan kullanılarak,  
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4. Hekzanla muamele edilmiĢ ve % 2’lik asetik asitte 90 dk çözdürüldükten 

sonra % 5’lik NaOH ile pH 6- 6.5’a ayarlanmıĢ kitosan kullanılarak, 

5. Hekzanla muamele edilmiĢ ve 20 mM H2O2 ile oda ısısında inkübe edilmiĢ 

kitosan kullanılarak, 

6. 20 mM H2O2 ile oda sısında inkübe edilmiĢ kitosan kullanılarak, 

halofilik arke hücreleri immobilize edilmiĢtir. 

 

3.2.4.3. Kalsiyum Aljinata Hapsetme Yöntemiyle Ġmmobilizasyonun 

Optimizasyonu 

 

Halofilik arke hücrelerinin sodyum aljinat’a immobilizasyonunda, yukarıda 

verilen standart yöntemin basamakları değiĢtirilerek 6 farklı Ģekilde immobilizasyon 

yapılmıĢtır. Öncelikle yüksek enzim aktivitesinin görüldüğü sodyum aljinat 

konsantrasyonunu belirlemek amacıyla % 2, 3, 4 sodyum aljinat çözeltileri kullanılmıĢ; 

sonra en yüksek enzim aktivitesinin sağlandığı aljinat çözeltisi ile birlikte, 0.15; 0.3; 

0.55 ve 0.6 M olmak üzere farklı deriĢimlerde hazırlanan CaCl2 çözeltisi ile 

immobilizasyon yapılmıĢtır.   

 

3.2.5. Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerin Ġnkübe Edildiği Ortam KoĢullarının 

Optimizasyonu 

 

Ortam koĢullarının optimizasyonu çalıĢmaları, optimum immobilizasyon 

koĢullarına göre immobilize edilmiĢ arke hücreleri kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.2.5.1. Optimum NaCl Konsantrasyonunun Saptanması 

Ġmmobilize edilmiĢ arke hücrelerinin maksimum hidrolitik enzim üretimini 

gerçekleĢtirdikleri NaCl konsantrasyonunun belirlenmesi amacıyla, 1,0, 1.5, 2,0, 2.5, 

3,0, 3.5, 4,0 ve 4.5 M  NaCl içeren standart tampon çözeltileri kullanılmıĢtır. 

 

3.2.5.2. Optimum  pH Değerinin Saptanması 

Ġmmobilize edilmiĢ arke hücrelerinin maksimum hidrolitik enzim üretimini 

gerçekleĢtirdikleri pH değerinin belirlenmesi amacıyla, pH 5.0, 6.0, 6.5 ve 7.0 için 50 

mM asetat tamponu, pH 7.5, 8.0, 8.5 ve 9 için 50 mM Tris-HCl tamponu ile hazırlanmıĢ 

optimum NaCl içeren çözeltiler kullanılmıĢtır. 
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3.2.5.3. Optimum Sıcaklık Değerinin Saptanması 

Ġmmobilize edilmiĢ arke hücrelerinin maksimum hidrolitik enzim üretimini 

gerçekleĢtirdikleri sıcaklık değerinin belirlenmesi amacıyla, optimum pH değerinde ve 

optimum NaCl içeren çözelti ortamında 10, 20, 30, 40, 50 °C olmak üzere beĢ farklı 

sıcaklık derecesinde inkübasyon yapılmıĢtır. 
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4.  ARAġTIRMA BULGULARI ve TARTIġMA 

4.1. AraĢtırma Bulguları 

4.1.1. Standart Grafikler 

Ġmmobilize edilmiĢ ve serbest halofilik arke hücrelerinde lipaz, proteaz ve 

amilaz aktivitelerinin tayini için hazırlanan standart grafikler sırasıyla ġekil 4.6. - 

4.8.’de verilmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.6. pNP standart grafiği 

 

 

 

 
ġekil 4.7. Tirozin standart grafiği 
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ġekil 4.8. Glukoz standart grafiği (DNSA yöntemi) 

 

4.1.2. Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Ġnkübasyon Zamanına Bağlı Enzim 

Aktiviteleri  

 

Daha önceki çalıĢmalarla lipaz, amilaz ve proteaz aktivitesi gösterdiği 

belirlenmiĢ toplam 50 izolat arasından en yüksek enzim aktivitesine sahip olanlar 

çalıĢma kapsamına dahil edilmiĢtir. Tez kapsamında lipaz üreticisi olarak B45 ve A138, 

proteaz üreticisi olarak B45, D83A ve amilaz üreticisi olarak A235, SD23 izolatları 

kullanılmıĢtır. 

 

4.1.2.1. Adsorpsiyon Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Lipaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

B45 ve A138 izolatlarının kitosan ve Celite 281’e immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı lipaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.9. - 4.12.’de verilmiĢtir. 

Kitosan desteğine adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ B45 izolatının en yüksek 

lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 96. saatinde 0.3372 mol pNP/dk.ml 

olarak, A138 izolatı için immobilizasyon periyodunun 120. saatinde 0.3289 mol 

pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.9. Kitosan desteğine immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

ġekil 4.10. Kitosan desteğine immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

Celite 281’e adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ B45 izolatının en yüksek lipaz 

aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72. saatinde 0.0356 mol pNP/dk.ml olarak, 

A138 izolatı için immobilizasyon periyodunun 96. saatinde 0.0826 mol pNP/dk.ml 

olarak belirlenmiĢtir.  
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ġekil 4.11. Celite 281’e  immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

 

ġekil 4.12. Celite 281’e  immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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4.1.2.2. Adsorpsiyon Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Proteaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

D83A ve B45 izolatlarının kitosan ve Celite 281’e immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı proteaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.13. - 4.16.’da verilmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.13. Kitosan desteğine  immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

              

 

 
ġekil 4.14. Kitosan desteğine  immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 
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Kitosan desteğine adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ D83A ve B45 izolatları 

için en yüksek proteaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde sırasıyla 

0.0478 ve 0.0646 mol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 
ġekil 4.15. Celite 281’e  immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

 

 

 

 

 
ġekil 4.16. Celite 281’e  immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 
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Celite 281’e adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ D83A ve B45 izolatları için en 

yüksek proteaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde sırasıyla 0.059 ve 

0.0249 mol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

4.1.2.3. Adsorpsiyon Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Amilaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

A235 ve SD23 izolatlarının kitosan ve Celite 281’e immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı amilaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.18. - 4.21.’de verilmiĢtir. 

Kitosan desteğine adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ A235 (ġekil 4.17.b ) ve 

SD23 izolatlarının en yüksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun sırasıyla 

48. saatinde 0,0831 ve 168. saatinde 0,0162 mol glukoz/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

 

                                      

                       (a)                                                     (b) 

 

ġekil 4.17. Celite 281 (a) ve kitosan desteğine (b) adsorpsiyon yöntemiyle immobilize 

edilmiĢ A235 izolatı  
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ġekil 4.18. Kitosan desteğine immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

 

 

ġekil 4.19. Kitosan desteğine immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 
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Celite 281’e adsorpsiyonla immobilize edilmiĢ A235 izolatı için (ġekil 4.17.a) 

immobilizasyon periyodunun 120. saatinde 0,1542 ve SD23 izolatı için 144. saatte 

0,0518 mol glukoz/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.20. Celite 281’e immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

 

ġekil 4.21. Celite 281’e immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 
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4.1.2.4. Hapsetme Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Lipaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

B45 ve A138 izolatlarının agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı lipaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.23. - 4.26.’da verilmiĢtir. 

Agara hapsetme yöntemiyle immobilize edilmiĢ B45 (ġekil 4.22.) izolatının en 

yüksek lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0.0824 mol 

pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

                     

ġekil 4.22.  Agara hapsetme  yöntemiyle immobilize edilmiĢ B45 izolatı  

 

 
ġekil 4.23. Agara immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB hidrolizine göre belirlenen 

zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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A138 izolatı için immobilizasyon periyodunun 192. saatinde 0,0033 mol pNP/dk.ml 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.24. Agara immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB hidrolizine göre belirlenen 

zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ B45 izolatı için immobilizasyon 

periyodunun 144. saatinde 0.0273 ve A138 izolatı için168. saatte 0.1468  mol 

pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.25. Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi  
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ġekil 4.26. Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

4.1.2.5. Hapsetme Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Proteaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

 D83A ve B45 izolatlarının agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı proteaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.27. - 4.30.’da verilmiĢtir. 

Agara hapsetme yöntemiyle immobilize edilmiĢ D83A izolatının en yüksek proteaz 

aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0.0341 mol tirozin/dk.ml olarak, 

B45 izolatı için immobilizasyon periyodunun 144. saatinde 0.0252 µmol tirozin/dk.ml 

olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.27. Agara immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

 

 

ġekil 4.28. Agara immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein hidrolizine göre belirlenen 

zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ D83A izolatı için immobilizasyon 

periyodunun 144. saatinde 0.0145 ve B45 izolatı için 168. saatte 0.0089 µmol 

tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.29. Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

 

 

 

ġekil 4.30. Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 
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4.1.2.6. Hapsetme Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Amilaz Aktivitesi 

Sonuçları 

 

A235 ve SD23 izolatlarının agar ve kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ 

hücrelerinin zamana bağlı proteaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.31. - 4.35.’da verilmiĢtir. 

Agara hapsetme yöntemiyle immobilize edilmiĢ A235 izolatının en yüksek amilaz 

aktivitesi immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1048 µmol glukoz/dk.ml olarak, 

SD23 izolatı için immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1056 µmol glukoz/dk.ml 

olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.31. Agara immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta hidrolizine göre belirlenen 

zamana bağlı amilaz aktivitesi 
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ġekil 4.32. Agara immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ A235 izolatı (ġekil 4.34.) için 

immobilizasyon periyodunun 168. saatinde 0,1302 ve SD23 izolatı için 168. saatte 

0,1819 µmol glukoz/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

   

ġekil 4.33.  Kalsiyum alginata hapsetme  yöntemiyle immobilize edilmiĢ A235 izolatı  
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ġekil 4.34. Kalsiyum-aljinata immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

 

  

ġekil 4.35. Kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta hidrolizine 

göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 
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4.1.2.7. Çapraz Bağlama Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Lipaz 

Aktivitesi Sonuçları 

 

B45 ve A138 izolatlarının aljinat-kitosan, çapraz bağlı-aljinat ve çapraz bağlı-

kitosana immobilize edilmiĢ hücrelerinin zamana bağlı lipaz aktivitesi sonuçları ġekil 

4.37. - 4.42.’de verilmiĢtir. Alginat-kitosana çapraz bağlama yöntemiyle immobilize 

edilmiĢ B45 izolatının (ġekil 4.36.) en yüksek lipaz aktivitesi immobilizasyon 

periyodunun 72. saatinde 0.0024 µmol pNP/dk.ml olarak, A138 izolatı için 

immobilizasyon periyodunun 192. saatinde 0.0046 µmol pNP/dk.ml olarak 

belirlenmiĢtir. 

 

 

 

    

ġekil 4.36. Alginat-kitosana çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ B45 izolatı  
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ġekil 4.37. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

  

ġekil 4.38. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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Alginata çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ B45 izolatı için 

immobilizasyon periyodunun  en yüksek lipaz aktivitesi 96. Saatinde 0.0105 µmol 

pNP/dk.ml ve A138 izolatı için 72. Saatte 0.0305 µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.39. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

 
ġekil 4.40. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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Kitosana çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ B45 izolatının en 

yüksek lipaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72. saatinde 0.0162 µmol 

pNP/dk.ml olarak, A138 izolatı için immobilizasyon periyodunun 24. Saatinde 0.0219 

µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 
ġekil 4.41. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ B45 izolatının pNPB 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 

 

 

 

 
ġekil 4.42. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ A138 izolatının pNPB  

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı lipaz aktivitesi 
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4.1.2.8. Çapraz Bağlama Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Proteaz 

Aktivitesi Sonuçları 

 

D83A ve B45 izolatlarının aljinat-kitosan, çapraz bağlı-aljinat ve çapraz bağlı-

kitosana immobilize edilmiĢ hücrelerinin zamana bağlı proteaz aktivitesi sonuçları ġekil 

4.43. - 4.48.’da verilmiĢtir. 

Alginat-kitosana ve alginata çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ 

D83A izolatının en yüksek proteaz aktivitesi sırasıyla immobilizasyon periyodunun 

120. saatinde 0.0006 ve 0.0006 µmol tirozin/dk.ml, kitosana çapraz bağlama 

yönteminde ise 144. saatte 0.0009 µmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

Alginat-kitosan, alginata ve kitosana çapraz bağlama yöntemleriyle immobilize 

edilmiĢ B45 izolatının en yüksek proteaz aktivitesi sırayla immobilizasyon periyodunun 

168. Saatinde 0.0005, 0.0014, 0.0016 µmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

  

ġekil 4.43. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 
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ġekil 4.44. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

 

 

 

  

ġekil 4.45. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi  
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ġekil 4.46. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

 

 

 

  

ġekil 4.47. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ D83A izolatının kazein  

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 
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ġekil 4.48. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ B45 izolatının kazein  

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı proteaz aktivitesi 

 

 

 

4.1.2.9. Çapraz Bağlama Yöntemiyle Ġmmobilize EdilmiĢ Hücrelerde Amilaz 

Aktivitesi Sonuçları 

 

A235 ve SD23 izolatlarının aljinat-kitosan, çapraz bağlı-aljinat ve çapraz bağlı-

kitosana immobilize edilmiĢ hücrelerinin zamana bağlı amilaz aktivitesi sonuçları ġekil 

4.49. - 4.54.’de verilmiĢtir. Alginat-kitosana çapraz bağlama yöntemiyle immobilize 

edilmiĢ A235 izolatının en yüksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 72. 

saatinde 0,0119 µmol glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolatı için immobilizasyon 

periyodunun 144. saatinde 0,0059 µmol glukoz/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.49. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 
ġekil 4.50. Aljinat-kitosana immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta hidrolizine göre 

belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

Alginata çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ A235 izolatı için 

immobilizasyon periyodunun  en yüksek amilaz aktivitesi 144. saatinde 0,0310 µmol 

glukoz/dk.ml ve SD23 izolatı için 120. saatte 0,0088 µmol glukoz/dk.ml olarak 

belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.51. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

 
ġekil 4.52. Alginata çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta 

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

Kitosana çapraz bağlama yöntemiyle immobilize edilmiĢ A235 izolatının en 

yüksek amilaz aktivitesi immobilizasyon periyodunun 48. saatinde 0,0075 µmol 

glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolatı için immobilizasyon periyodunun 144. saatinde 

0,0145 µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.53. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ A235 izolatının niĢasta  

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 

 

 

 

 

 

ġekil 4.54. Kitosana çapraz bağlanarak immobilize edilmiĢ SD23 izolatının niĢasta  

hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı amilaz aktivitesi 
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4.1.3. Ġmmobilizasyon Yöntemlerine Bağlı Olarak Halofilik Arke Ġzolatlarının 

Enzim Aktivite Oranları 

  

Üç farklı immobilizasyon yöntemi ve yedi farklı destek materyali kullanılarak 

immobilize edilen halofilik arke hücrelerinin immobilizasyon yöntemlerine bağlı enzim 

aktivite oranları ġekil 4.55.- 4.57.’de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.55. B45 ve A138 izolatlarının farklı destek materyallerine immobilizasyonu 

sonucu belirlenmiĢ lipaz aktivitesi oranları  (□, B45; , A138) 
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ġekil 4.56. D83A ve B45 izolatlarının farklı destek materyallerine immobilizasyonu 

sonucu belirlenmiĢ proteaz aktivitesi oranları (□, D83A; , B45)  

 

 

 
ġekil 4.57. A235 ve SD23 izolatlarının farklı destek materyallerine immobilizasyonu 

sonucu belirlenmiĢ amilaz aktivitesi oranları (□, A235; , SD23) 

 

B45 ve A138 izolatları için en yüksek lipaz aktivitesi kitosana adsorpsiyonla 
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edildiği immobilizasyon yöntemi D83 izolatı için celite 281’e adsorpsiyon ve B45 

izolatı için kitosana adsorpsiyon olmuĢtur. A235 izolatı için en yüksek amilaz 

aktivitesini celite 281’e adsorpsiyon ile gözlenirken SD23 izolatında ise kalsiyum 

alginata hapsetmeyle yapılan immobilizasyon yönteminde gözlenmiĢtir. 

 

4.1.4. Serbest Hücrelerde Ġnkübasyon Zamanına Bağlı Enzim Aktiviteleri  

 

Ġmmobilize edilmemiĢ halofilik arke hücrelerinin zamana bağlı lipaz, proteaz 

ve amilaz aktivitesi sonuçları ġekil 4.58. - 4.63.’de verilmiĢtir. 

Serbest B45 izolatının en yüksek lipaz aktivitesi inkübasyon periyodunun 144. 

saatinde 0.038 mol pNP/dk.ml olarak, A138 izolatı için inkübasyon periyodunun 96. 

saatinde 0.0316 mol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.58. Serbest B45 izolatının pNPB  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı lipaz 

aktivitesi  
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ġekil 4.59. Serbest A138 izolatının pNPB  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı 

lipaz aktivitesi  

 

 

Serbest D83A izolatının en yüksek proteaz aktivitesi inkübasyon periyodunun 

168. saatinde 0.0063 mol tirozin/dk.ml olarak, B45 izolatı için inkübasyon 

periyodunun 168. saatinde 0.0233 mol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

 
ġekil 4.60. Serbest D83A izolatının kazein  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı 

proteaz aktivitesi  
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ġekil 4.61. Serbest B45 izolatının kazein  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı 

proteaz aktivitesi  

 

 

Serbest A235 izolatının en yüksek amilaz aktivitesi inkübasyon periyodunun 

120. saatinde 0,0692 mol glukoz/dk.ml olarak, SD23 izolatı için inkübasyon 

periyodunun 120. saatinde 0,1175 mol glukoz/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

  

ġekil 4.62. Serbest A235 izolatının niĢasta  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı 

amilaz  aktivitesi  
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ġekil 4.63. Serbest SD23 izolatının niĢasta  hidrolizine göre belirlenen zamana bağlı 

amilaz  aktivitesi  

 

 

 

 

4.1.5. Ġmmobilize ve Serbest Hücrelerde Hidrolitik Enzim Aktivitelerinin 

KarĢılaĢtırılması 

 

Hücre immobilizasyonu ile serbest hücrelerin hidrolitik enzim aktivitelerinin 

karĢılaĢtırılması sonucunda, immobilize hücrelerde ölçülen amilaz, proteaz ve lipaz 

enzim aktivitelerinin serbest hücrelere oranla oldukça yüksek olduğu gözlemlenmiĢtir 

(ġekil 4.64.).  
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ġekil 4.64. Ġmmobilize ve serbest hücrelerin hidrolitik enzim aktivitesi yönünden 

karĢılaĢtırılması (□, Ġmmobilize edilmiĢ hücre; , Serbest hücre) 

 

 

4.1.6. Ġmmobilizasyon Yöntemlerinin Optimizasyon Sonuçları 

Altı halofilik arke izolatı için en yüksek enzim aktivitesinin sağlandığı 

immobilizasyon yöntemi ve immobilizasyon periyodu belirlendikten sonra, her bir 

izolat için en yüksek enzim aktivitesinin belirlendiği optimum immobilizasyon yöntemi 

koĢulları saptanmıĢtır (ġekil 4.65. – 4.67.). Standart yöntem ve modifiye yöntemlerle 

Celite 281’e immobilize edilmiĢ  D83A ve A235 izolatları için en yüksek proteaz  ve 

amilaz aktivitesi sonuçları sırasıyla 0.0458 µmol tirozin/dk.ml, 0,154 µmol 

glukoz/dk.ml olmak üzere standart yöntemde gözlenmiĢtir. 
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ġekil 4.65. Celite 281’e farklı yöntemlerle immobilize edilmiĢ D83A izolatının proteaz 

ve A235 izolatının amilaz aktivitesi (□, A235; , D83A) 

C-1: yıkama iĢlemi yapılmamıĢ Celite 281’le immobilizasyon; C-2: etanolle yıkanmıĢ ve 48 saat %10’luk 

nitrik asitte bekletilmiĢ Celite 281’le immobilizasyon; C-3: etanolle yıkanmıĢ ve 24 saat %20’luk nitrik 

asitte bekletilmiĢ Celite 281’le immobilizasyon; C-4: etanolle yıkanmıĢ ve 48 saat1M hidroflorik asitte 

bekletilmiĢ Celite 281’le immobilizasyon; C-5: hücre peleti ve Celite 281 karıĢımı +4 C’de 24 saat 

bekletilerek immobilizasyon; C-6: standart yöntem 

 

Standart ve modifiye yöntemlerle kitosana immobilize edilmiĢ B45 izolatı için 

en yüksek lipaz aktivitesi 0.462 µmol pNP/dk.ml olarak hekzanla muamele edilmiĢ  

%2’lik asetik asitli kitosanda, A138 izolatında en yüksek lipaz aktivitesi 0.329 µmol 

pNP/dk.ml olarak standart yöntemde belirlenmiĢtir. B45 izolatında en yüksek proteaz 

aktivitesi ise 0.0647 µmol tirozin/dk.ml olarak standart yöntemde belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.66. Kitosana farklı yöntemlerle immobilize edilmiĢ A138 izolatının lipaz, B45 

izolatının lipaz ve B45 izolatının proteaz aktivitesi ( , A138 lipaz; □, B45 lipaz; , 

B45 proteaz) 

K-1: Hekzanla muamele edilmiĢ kitosan ile hücre süspansiyonu karıĢımı +4 C’de inkübe edilmeden; K-

2: %2’lik asetik asitte doksan dakika çözdürüldükten sonra %5’lik NaOH ile PH 6-6,5’a ayarlanmıĢ 

kitosan; K-3: hekzanla mamele edilmemiĢ kitosan; K-4: hekzanla muamele edilmiĢ ve %2’lik asetik asitte 

doksan dakika çözdürüldükten sonra %5’lik NaOH ile PH 6- 6.5’a ayarlanmıĢ kitosan; K-5: hekzanla 

muamele edilmiĢ ve 20 mM H2O2 ile oda ısısında inkübe edilmiĢ kitosan; K-6: 20 mM H2O2 ile oda 

sısında inkübe edilmiĢ kitosan; K-7: standart yöntem 
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ġekil 4.67. Kalsiyum alginata farklı yöntemlerle immobilize edilmiĢ SD23 izolatının 

amilaz aktivitesi   

KA-1: % 2’lik alginat; KA-2: % 3’lük alginat; KA-3: % 4’lük alginat; KA-4: 0,15 M CaCl2; KA-5: 0,3 M 

CaCl2; KA-6: 0,6 M CaCl2; KA-7:standart yöntem 

 

Standart ve modifiye yöntemlerle kalsiyum alginata immobilize edilmiĢ SD23 

izolatı için en yüksek amilaz aktivitesi 0.3495 µmol glukoz/dk.ml olarak standart 

yöntemde gözlenmiĢtir. 

 

4.1.7. Ortam KoĢullarının Optimizasyon Sonuçları 

Altı halofilik arke izolatı için en yüksek enzim aktivitesinin sağlandığı optimum 

immobilizasyon koĢulları belirlendikten sonra, her bir izolat için en yüksek enzim 

aktivitesinin belirlendiği ortam koĢullarının optimizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

4.1.7.1. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin NaCl Konsantrasyonuna Bağlı 

DeğiĢimi 

 

Optimum immobilizasyon yöntemiyle immobilize edilmiĢ hücrelerin 9 farklı 

NaCl deriĢimi içeren ortamda inkübe edilmesiyle belirlenen enzim aktivite sonuçları 
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ġekil 4.68.- 4.73.’de verilmiĢtir. Buna göre, B45 ve A138 izolatı için en yüksek lipaz 

aktivitesi sırasıyla 3,5M tuz deriĢiminde 0.4619 µmol pNP/dk.ml, 3M tuz deriĢiminde 

0.5439 µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 

ġekil 4.68. A138  izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

lipaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.69. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

lipaz aktivitesi değiĢimi 
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D83A ve B45 izolatı için en yüksek proteaz aktivitesi 3M tuz deriĢiminde 

sırasıyla 0.0451 µmol tirozin/dk.ml, 0.0647 µmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.70. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

proteaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

 

ġekil 4.71. D83A izolatının Celite 281’e immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

proteaz aktivitesi değiĢimi 

 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

NaCl [M]

A
k

ti
v

it
e
 (

U
/m

l)

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5

NaCl [M]

A
k

ti
v

it
e
 (

U
/m

l)



  72 

 

 

A235 ve SD23 izolatı için en yüksek amilaz aktivitesi sırasıyla 4M tuz 

deriĢiminde 0.2631 µmol glukoz/dk.ml 3,5 M tuz deriĢiminde 0,1819 µmol 

glukoz/dk.ml olarak bulunmuĢtur. 

 

 

ġekil 4.72.  A235 izolatının Celite 281’e immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

amilaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.73. SD23 izolatının kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla tuz deriĢimine bağlı 

amilaz aktivitesi değiĢimi 
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4.1.7.2. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin PH’ya  Bağlı DeğiĢimi 

Optimum immobilizasyon yöntemiyle immobilize edilmiĢ ve optimum NaCl 

konsantrasyonu belirlenmiĢ 9 farklı pH değeri içeren ortamda inkübe edilmesiyle 

belirlenen enzim aktivite sonuçları ġekil 4.74.- 4.79.’da verilmiĢtir. Buna göre, B45 ve 

A138 izolatı için en yüksek lipaz aktivitesi sırasıyla pH 7.5’da 0.4619 µmol pNP/dk.ml, 

0.5439 µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 
ġekil 4.74. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

lipaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 
ġekil 4.75. A138 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

lipaz aktivitesi değiĢimi 
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D83A ve B45 izolatı için en yüksek proteaz aktivitesi pH 8’de sırasıyla 0.0451 

µmol tirozin/dk.ml, 0.0647 µmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.76. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

proteaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

 

ġekil 4.77. D83A izolatının Celite 281’e immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

proteaz aktivitesi değiĢimi 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

PH

A
k

ti
v

it
e
 (

U
/m

l)

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

4 4,5 5 5,5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10

PH

A
k

ti
v

it
e
 (

U
/m

l)



  75 

 

 

A235 ve SD23 izolatı için en yüksek amilaz aktivitesi pH 7,5’da sırasıyla 

0,2631  µmol glukoz/dk.ml 0,1819 µmol glukoz/dk.ml olarak bulunmuĢtur. 

 

 

ġekil 4.78. A235 izolatının Celite 281’e immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

amilaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.79. SD23 izolatının kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla pH değiĢimine bağlı 

amilaz aktivitesi değiĢimi 
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4.1.7.3. Lipaz, Proteaz ve Amilaz Aktivitesinin Sıcaklığa Bağlı DeğiĢimi 

Optimum immobilizasyon yöntemiyle immobilize edilmiĢ, optimum NaCl 

konsantrasyonu ve pH değeri belirlenmiĢ beĢ farklı sıcaklık değerinde inkübe 

edilmesiyle belirlenen enzim aktivite sonuçları ġekil 4.80.- 4.85.’de verilmiĢtir. Buna 

göre, B45 ve A138 izolatı için en yüksek lipaz aktivitesi sırasıyla 40ºC’de 0.4619 µmol 

pNP/dk.ml, 0.5439 µmol pNP/dk.ml olarak belirlenmiĢtir.  

 

 
ġekil 4.80. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine 

bağlı lipaz aktivitesi değiĢimi 

 

 
ġekil 4.81.  A138 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine 

bağlı lipaz aktivitesi değiĢimi 
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D83A ve B45 izolatı için en yüksek proteaz aktivitesi 40ºC’de sırasıyla 0.0451 

µmol tirozin/dk.ml, 0.0647 µmol tirozin/dk.ml olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.82. B45 izolatının kitosan desteğine immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine 

bağlı proteaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.83.  D83A izolatının celite 281’e immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine bağlı 

proteaz aktivitesi değiĢimi 
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A235 ve SD23 izolatı için en yüksek amilaz aktivitesi pH 40ºC’de sırasıyla 

0,2631  µmol glukoz/dk.ml 0,1819 µmol glukoz/dk.ml olarak bulunmuĢtur. 

 

 

 

ġekil 4.84.  A235 izolatının celite 281’e immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine bağlı 

amilaz aktivitesi değiĢimi 

 

 

 

ġekil 4.85. SD23 izolatının kalsiyum aljinata immobilizasyonuyla sıcaklık değiĢimine 

bağlı amilaz aktivitesi değiĢimi 
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4.2. TartıĢma 

Mikroorganizmalar en önemli enzim kaynaklarıdır ve biyoteknolojide kullanılan 

enzimlerin büyük bir kısmı mezofilik mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Ancak, 

endüstriyel iĢlemler sırasında gerekli olan yüksek iyonik Ģiddet, pH ve sıcaklık gibi 

koĢullar mezofilik enzimlerin stabilitelerini sınırladığı için, ekstremofil arkelerin ürettiği 

ekstremozimlere ilgi artmıĢtır (Hough ve Danson, 1999; Eichler, 2001). Ekstremofil 

organizmalardan, yüksek tuz konsantrasyonlarında geliĢen halofilik arkeler, en önemli 

ekstrem halofilik enzim kaynaklarıdır. Endüstriyel iĢlemler sert koĢullarda 

gerçekleĢtirildiğinden dolayı, sıcak ve yüksek tuz deriĢimi, organik solventler gibi 

düĢük su aktivitesine sahip olan ekstrem koĢullarda optimum aktivite gösterebilen 

halofilik arkelerin enzimleri endüstriyel anlamda büyük önem kazanmaktadır (Gomes 

ve Steiner 2004). 

Lipaz, proteaz ve amilaz endüstriyel öneme sahip enzimlerdir ve küresel enzim 

pazarının önemli bir kısmını oluĢtururlar (Sangeetha ve ark. 2010). Mikroorganizma 

kaynaklı lipaz, proteaz ve amilaz enzimleri gıda, tekstil, deterjan, ilaç sanayi gibi çeĢitli 

endüstriyel alanlarda kullanılmaktadır (Karbalaei-Heidari ve ark. 2009; Shafiefi ve ark. 

2011; Gupta ve ark., 2004). Bu çalıĢmada, lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesine sahip 6 

farklı halofilik arke izolatı, hücre immobilizasyonu ve enzim aktivitelerinin belirlenmesi 

amacıyla araĢtırılmıĢtır. ÇalıĢmanın ilk kısmında, halofilik arke hücreleri 7 farklı destek 

materyaline 3 farklı yöntemle immobilize edilmiĢ ve immobilize edilen hücrelerin lipaz, 

proteaz ve amilaz aktiviteleri ve en yüksek enzim aktivitesinin gözlendiği inkübasyon 

zamanları belirlenmiĢtir (Çizelge 4.2.). Ġzolatların immobilizasyon yöntemlerine göre 

enzim aktiviteleri dikkate alındığında en yüksek aktivite B45, A138, D83A, A235, 

izolatları için adsorpsiyon ve SD23 izolatı için hapsetme yönteminde bulunmuĢtur.  

Adsorpsiyon yönteminde B45 izolatı için en yüksek lipaz ve proteaz aktivitesi 

ve A138 izolatı için en yüksek lipaz aktivitesi kitosan desteği ile immobilizasyon 

yönteminde saptanmıĢtır. D83A izolatı için en yüksek proteaz ve A235 izolatı için en 

yüksek amilaz aktivitesi Celite 281 ile immobilizasyon yönteminde bulunmuĢtur. 

Adsorpsiyon yönteminde hücreler zayıf fizikokimyasal güçlerle-van der Waals yada 

elektrostatik etkileĢim- destek materyaline tutunmaktadır (Krekeler ve ark. 1991). Zayıf 

etkileĢimlerin yanı sıra, por içeren, hidrofilik ve toksik olmayan, pürüzlü ve düzensiz  
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Çizelge 4.2. Halofilik arke hücrelerinin  immobilizasyon yöntemi, enzim aktivitesi ve inkübasyon periyodu 

 

ENZĠM  

           İzolat 

Ġmmobilizasyon Yöntemi 

Adsorpsiyon Hapsetme Çapraz bağlama 

Celite 281 Kitosan Agar Kalsiyum aljinat Aljinat-kitosan Çap. bağ. aljinat Çap. bağ. kitosan 

S* U/ml S U/ml S U/ml S U/ml S U/ml S U/ml S U/ml 

LĠPAZ               

         B45 72 0.0356 96 0.3372 168 0.0824 144 0.273 72 0.0024 96 0.0105 72 0.0162 

         A138 96 0.0826 120 0.3289 192 0.0259 168 0.1468 192 0.0046 72 0.0305 24 0.0219 

PROTEAZ               

         D83A 168 0.0478 168 0.059 168 0.0341 144 0.0145 120 0.0006 120 0.0006 144 0.0009 

         B45 168 0.0646 168 0.0249 144 0.0252 168 0.0089 168 0.0005 120 0.0014 144 0.0016 

AMĠLAZ               

         A235 120 0.154 48 0.0831 168 0.1048 168 0.1302 72 0.0119 144 0.031 48 0.0075 

         SD23 144 0.0518 168 0.0162 168 0.1056 168 0.1819 144 0.0193 120 0.0088 144 0.0145 

S*: saat 
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yüzeye sahip maddelerin, mikroorganizmaların adsorpsiyonla immobilizasyonu için 

ideal destek materyali olduğu belirtilmiĢtir (Durham ve ark., 1994). ÇalıĢmamızda 

kullandığımız Celite ve kitosan bu özelliklere sahip destek yapılarıdır (Durham ve ark., 

1994, Aranaz ve ark., 2009).  

Helander ve ark. (2001), kitin türevli bir β-1,4-N-asetilglukozamin polimeri olan 

kitosanın bakteri hücrelerini adsorplayabildiğini bildirmiĢlerdir. Kitosan üzerindeki 

pozitif yüklerden dolayı, elektrostatik olarak negatif yüklü moleküllerle etkileĢime giren 

bir polimerdir (Masotti ve ark. 2007). ÇalıĢma kapsamında kullanılan halofilik arke 

hücrelerinin kitosan desteğine adsorpsiyonunun gerçekleĢmesinde, kitosanın pozitif 

yüklü amino grupları ile halofilik arke hücre duvarının dıĢ yüzeyindeki negatif yüklü 

glikoprotein ve sülfat molekülleri (Litchfiel ve ark. 1999; Kubata ve ark., 2005) 

arasındaki etkileĢimin rolü olduğu düĢünülmektedir.  

Celite, SiO2’den (silika) oluĢan gözenekli yapıya sahip diatome partikülleridir. 

Kimyasal olarak inert olması ve birbiriyle bağlantılı por yapısına sahip olması, Celite’i, 

hücrelerin fiziksel adsorpsiyonu için uygun bir molekül haline getirmektedir (Chang ve 

ark. 2007). ÇalıĢmamızda, toksik olmayan Celite’in özel por yapısına bağlı olarak, 

halofilik arke hücrelerinin yüksek oranda destek materyaline immobilize olduğu 

sonucuna varılmıĢtır.  

Tez kapsamında en yüksek enzim aktivitesinin gözlendiği immobilizasyon 

yöntemleri arasında 2. sırada kalsiyum aljinata hapsetme yöntemi gelmektedir. SD23 

izolatında en yüksek amilaz aktivitesi, hücreler kalsiyum aljinat kürelerine 

hapsedildiğinde saptanmıĢtır. Kalsiyum aljinat küresi yapımında kullanılan sodyum 

aljinat, β-D Mannuronik asit ve α-L Gluronik asitten meydana gelmiĢ non-toksik bir 

polisakkarit olup, biyomoleküllerin ve hücrelerin immobilizasyonu için uygun bir 

moleküldür (Mattiasson, 1983). 

Literatürde halofilik arke hücrelerinin immobilizasyonu ile ilgili sınırlı sayıda 

çalıĢma bulunmaktadır. Tapingkae ve ark. (2010), Natrinema gari BCC 24369 suĢunu 

farklı destek materyallerine adsorpsiyon, hapsetme ve çapraz bağlama yöntemiyle 

immobilize ederek, histamin yıkımını belirledikleri çalıĢmada en yüksek histamin 

yıkımının Celite 545’e adsorpsiyonla immobilize edilen hücrelerde saptandığını 
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belirtmiĢlerdir. Vidyasagar ve ark. (2006) Halogeometricum sp. TSS101 suĢunu 

kalsiyum aljinata hapsederek proteaz aktivitesini belirledikleri çalıĢmada, immobilize 

arke hücrelerinin 10 tekrar boyunca yüksek düzeyde protaeaz ürettiğini rapor 

etmiĢlerdir. Halobacterium sp. JS hücrelerinin farklı destek materyallerine hapsetme 

yoluyla immobilize edilmesiyle, proteaz üretiminin incelendiği diğer bir çalıĢmada, en 

yüksek aktivitenin kalsiyum aljinata immobilizasyonda alındığı belirtilmiĢtir 

(Vijayanand ve ark. 2012). 

ÇalıĢmamızda agar ortamına hapsedilen halofilik arke izolatlarında yüksek lipaz, 

proteaz ve amilaz aktivitesi gözlenmemiĢtir. Agar çözeltisine yüksek miktarda tuz 

eklenmesi agarın donma derecesini yükselttiği için immobilizasyon çalıĢmasında 

sıcaklığı 50 ˚C olan agar çözeltisi kullanılmıĢtır. Sıcak agarın, arke hücrelerini termal 

Ģoka sokarak hasar görmelerine neden olduğu düĢünülmektedir. Ralstonia pickettii ile 

yapılan agara hapsetme çalıĢmasında da benzer sonuç alındığı bildirilmiĢtir 

(Hemachander ve ark., 2001). 

 Bu çalıĢmada, izolatların immobilizasyon yöntemlerine göre enzim aktiviteleri 

dikkate alındığında, adsorpsiyon ve hapsetme yöntemine göre çapraz bağlama 

yönteminde enzim aktivitelerinde yüksek miktarda azalma gözlenmiĢtir. Aktivite 

miktarındaki düĢüĢün, çapraz bağlama yöntemlerinde kullanılan glutaraldehitin arke 

hücreleri üzerindeki toksik etkisine bağlı olarak gerçekleĢtiği düĢünülmektedir. Benzer 

sonuçların Natrinema gari ile yapılan çapraz bağlama ile hücre immobilizasyon 

çalıĢmalarında da ortaya çıktığı bildirilmiĢtir (Tapingkae ve ark., 2010). Ayrıca, arke 

hücrelerinin yanı sıra bakteri hücrelerinin immobilizasyonu çalıĢmalarında da benzer 

sonuçlar bildirilmiĢtir. Teredinobacter turnirae hücrelerinin immobilizasyonunda 

çapraz bağlayıcı ajan olarak kullanılan glutaraldehidin proteaz aktivitesinde düĢüĢe 

neden olduğu bildirilmiĢtir (Elibol ve Moreira 2003). Ġmmobilize edilmiĢ Erwinia sp. 

D12 hücrelerinde izomaltoz üretiminin azalmasının nedeni olarak glutaraldehitin toksik 

etkisine iĢaret edilmiĢtir (Kawaguti ve ark., 2006). 

Tez çalıĢmasının ikinci aĢamasında, immobilize edilmiĢ hücrelerle serbest 

hücrelerin enzim aktiviteleri karĢılaĢtırılmıĢtır (Çizelge 4.3.). Ġmmobilize edilmiĢ 

hücrelerde serbest hücrelere göre enzim aktivitesinde minimum 2 maksimum 10 kat 

olacak Ģekilde bir artıĢ saptanmıĢtır.  



  83 

 

 

 Çizelge 4.3.  Ġmmobilize ve serbest hücrelerde enzim aktivite değerleri 

Ġzolat-enzim Ġmmobilize hücre Serbest hücre Ġmmobilzasyon  

verimi (kat) 

A138-lipaz 0.3289 U/ml 0.0316 U/ml 10 

B45-lipaz 0.3371 U/ml 0.038 U/ml 9 

D83A-proteaz 0.0451 U/ml 0.0063 U/ml 8 

B45-proteaz 0.0646 U/ml 0.0233 U/ml 3 

A235-amilaz 0.1543 U/ml 0.0692 U/ml 2 

SD23-amilaz 0.1819 U/ml 0.1176 U/ml 2 

 

 

Ġmmobilize edilmiĢ hücrelerde serbest hücrelere göre enzim aktivitesinin arttığı 

çeĢitli araĢtırmacıların yaptığı çalıĢmalarla da ortaya konmuĢtur (Scannell ve ark. 

(2000), Angelova ve ark. (2000), Elibol ve Moreira (2003), Saude ve Junter (2002), 

Pereira ve ark. (2003), Adinarayana ve ark.(2004), Anisha ve Prema (2008), Kumaravel 

ve Gopal (2010), Beshay ve arkadaĢları (2011), Vijayanand ve ark. (2012)). Halofilik 

arke Natrinema gari ile yapılan immobilizasyon çalıĢmasında serbest hücrelere göre 

celite’e immobilize edilmiĢ hücrelerde histamin degredasyonunun %94 oranında arttığı 

belirtilmiĢtir (Tapingkae ve ark. 2010). Mikrobiyal hücreler bir desteğe immobilize 

edildiğinde pH, sıcaklık, organik solvent veya toksik maddeler gibi çevrenin zararlı 

etkilerinden korunabilmekte ve enzim aktivitesinde artıĢ meydana gelmektedir (Park ve 

Chang 2000). Ayrıca immobilize hücrelerin korunaklı mikro çevrelerinde substrata daha 

etkili ulaĢtıkları düĢünülmektedir. 

ÇalıĢmanın üçüncü aĢamasında her bir izolatın en yüksek enzim aktivitesi 

gösterdiği immobilizasyon yöntemi için optimizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

Optimizasyon çalıĢmaları sonucunda B45 izolatı hariç diğer 5 izolatın standart 

yöntemde en yüksek enzim aktivitesi gösterdiği belirlenmiĢtir. B45 izolatında ise, lipaz 

aktivitesi yönünden asetik asitle muamele edilen kitosanda standart yönteme göre daha 

yüksek sonuç elde edilmiĢtir. Kitosan, pKa (6.4) değerinin altındaki düĢük pH 

derecelerinde pozitif yüklenir (Aranaz ve ark. 2009). Pozitif yük oranındaki artıĢa bağlı 
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olarak arke hücrelerinin daha fazla kitosan yüzeyine tutunduğu düĢünülmektedir. Strand 

ve ark. (2003) kitosan yüzeyine E. coli hücrelerinin adsoprsiyonunun pH’ya bağlı olarak 

arttığını belirtilmiĢtir. 

 Tez çalıĢmasının son aĢamasında immobilize edilen hücrelerin lipaz, proteaz ve 

amilaz enzim aktiviteleri üzerine NaCl, pH ve sıcaklığın etkisi incelenmiĢtir (Çizelge 

4.4.). Ġmmobilize edilmiĢ arke hücrelerinin her üç enzim yönünden genel olarak 3-4 M  

NaCl, pH 7.5-8 ve 40 
o
C’de en yüksek aktiviteyi gösterdikleri saptanmıĢtır. Farklı 

nötrofilik halofilik arke suĢlarından izole edilerek karakterize edilen lipaz, proteaz ve 

amilaz enzimlerinin nötr pH, 2.5 M’ın üzerinde NaCl ve 40 ˚C üzerindeki sıcaklık 

derecelerinde optimum aktivite gösterdikleri rapor edilmiĢtir (Litchfield, 2011). 

 

Çizelge 4.4. Ġmmobilize hücrelerde enzim aktivitesi için optimum NaCl, pH  

                     ve  sıcaklık 

Ġzolat-enzim NaCl [M] pH Sıcaklık (˚C) 

A138-lipaz 3 7.5 40 

B45-lipaz 3.5 7.5 40 

D83A-proteaz 3 8 40 

B45-proteaz 3 8 40 

A235-amilaz 4 7.5 40 

SD23-amilaz 3.5 7.5 40 

 

Sonuç olarak; hücre immobilizasyonu, ekstraselüler enzimlerin üretilmesi, 

biyokütlenin ortamdan kolayca ayrılması ve tekrar kullanılabilmesi, sürekli sistemlerde 

kullanılabilmesi gibi büyük avantajlar sunmaktadır (Zhang ve ark., 1989; Galazzo ve 

Bailey, 1990). Ancak, immobilizasyondaki dezavantajların minimize edilmesi için 

uygun imobilizasyon yöntemlerinin ve destek materyallerinin belirlenmesi 

gerekmektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Ekstremozimler ekstrem koĢullarda yürütülen endüstriyel iĢlemler için uygun 

katalizörlerdir. Ekstrem halofilik organizmaların enzimleri tuzla zenginleĢtirilmiĢ 

koruma kalkanına sahiptir. Tuzlar, su aktivitesini azalttığı için halofilik organizmaların 

enzimleri, düĢük su aktivitesine sahip organik çözücülerin bulunduğu ortamlarda dahi 

aktivitelerini sürdürebilmektedirler. Haloarkeal enzimler halofilik özelliklerinin yanı 

sıra termofilik özellik de göstermektedirler. Bu enzimlerle ilgili stabilite, aktivite ve 

çözünürlüğe yönelik çalıĢmaların yoğun olmasına karĢı, potansiyel kullanımlarına dair 

çalıĢmaları henüz yeterli düzeye ulaĢmamıĢtır. Arkelerden elde edilen enzimler 

endüstriyel koĢullara benzerlik gösteren ekstrem çevre Ģartlarında yüksek aktivite 

gösterebilmektedirler. Ancak hücrelerin çoğalma hızlarının düĢük olması ve enzim 

saflaĢtırılmasında yaĢanan zorluklar arkelerden enzim üretimini kısıtlamaktadır. 

AraĢtırmalar, farklı mikroorganizmalar için hücre immobilizasyon tekniği ile enzim 

üretim verimliliğinin büyük ölçüde arttığını ortaya koymaktadır. Günümüzde, enzim 

üretimi için hücre immobilizasyon yöntemleri endüstriyel olarak da kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır. Farklı mikroorganizmalardan elde edilen sonuçlara paralel olarak, arke 

enzimlerinin aktivitesi için de, immobilize hücrelerin kullanılmasının serbest hücrelerin 

kullanılmasından daha verimli olduğu belirtilmiĢtir. Ġmmobilize hücrelerin baĢlıca 

avantajı, bu hücrelerin biyodönüĢüm sonucunda ortamdan kolayca ayrılabilmeleri ve 

tekrar tekrar kullanılabilmeleridir. Ayrıca, immobilize hücreler ortamdan ayrıldıkları 

için reaksiyon ortamı kirlenmemektedir. Ġmmobilize hücreler sürekli sistemde 

çalıĢmaya çok uygundur ve substrat, biyokütle oluĢumu için harcanmayacağından daha 

yüksek hacimsel verimlilik değerleri elde edilebilmektedir.  

YapmıĢ olduğumuz çalıĢmada altı farklı halofilik arke izolatı yedi farklı destek 

materyaline üç farklı immobilizasyon yöntemi kullanılarak immobilize edilmiĢtir. 

Ġmmobilize edilen arke izolatlarının en yüksek lipaz, proteaz ve amilaz aktivitesi 

gösterdiği immobilizasyon yöntemleri belirlenmiĢtir. En yüksek enzim aktivitesi, 5 

izolat için adsorpsiyonla immobilizasyon yönteminde, 1 izolat için ise kalsiyum aljinata 

hapsetme yönteminde saptanmıĢtır. Adsorpsiyonla immobilize edilen hücrelerde enzim 

aktivitesinin serbest hücreye göre 10 kat arttığı belirlenmiĢtir. 
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Bu çalıĢmada, arke izolatlarının çeĢitli yöntemlerle immobilizasyonları yapılmıĢ, 

ancak hücrelerin immobilizasyon verimliliği yapılmamıĢtır. Çapraz bağlama yöntemiyle 

immobilizasyonda glutaraldehitin toksik etkisinden dolayı enzim aktivite sonuçları çok 

düĢük alınmıĢ, ancak glutaraldehitin uygun konsatrasyonunun belirlenmesi çalıĢmaları 

yapılmamıĢtır. Ġmmobilize edilen hücrelerin sürekli reaktör koĢullarında kullanımı ve 

tekrar kullanılabilirliği ile ilgili çalıĢmalar yapılmamıĢtır. Endüstriyel öneme sahip 

haloarke hücrelerinin immobilize edilerek enzim aktivite yeteneklerinin arttırılması için 

yukarıda belirtilen çalıĢmaların yapılması önerilir. 
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