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ÖZET 

 

 

 

BACİLLUS MEGATERİUM  T50 ĠZOLATINDAN ĠZOLE EDĠLEN PROTEAZ 

ENZĠMĠNĠN KARAKTERĠZASYONU  

 

ASAR, Reyhan 

Giresun Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı, Yüksek Lisans Tezi 

DanıĢman: Doç. Dr. Hatice KATI 

Kasım 2016, 48 Sayfa 

 

Son yıllarda, endüstriyel uygulamalarda mikrobiyal kaynaklı enzimlerin 

kullanımı artmıĢtır. Mikrobiyal kaynaklar içinde Bacillus cinsi bakterilerin birçok 

enzimin kaynağını oluĢturması bu bakterilere olan ilgiyi artırmıĢtır. 

Bu çalıĢmada Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz 

enzimi karakterize edilmiĢtir. Proteaz enziminin aktivitesi üzerine sıcaklığın, pH`ın, 

bazı organik çözücülerin ve deterjanların etkisi araĢtırılmıĢtır. Molekül ağırlığı ise 

SDS-PAGE ile belirlenmiĢtir. 

Proteaz aktivitesi en yüksek yağsız süt tozu besiyerinde tespit edilmiĢtir. 

Enzimin zamana bağlı en yüksek aktivite üretimi 72. saatte bulunmuĢtur. Enzimin 

maksimum aktivitesi pH 8 ve 30 °C'de belirlenmiĢtir. Organik çözücülerden hekzan 

varlığında yüksek aktivite gözlenmiĢ; metanol, asetonitril, izopropanol, etil asetat ve 

butan-1-ol varlığında aktivitede azalmalar gözlenmiĢtir. Enzim aktivitesini NH4Cl, 

MgCl2, MnCl2, CaCl2 arttırırken CuCl2, ZnCl2, CdCl2, CoCl2 ve NiCl2'nin azalttığı 

görülmüĢtür. SDS-PAGE analizi sonuçları üç proteaz enziminin yaklaĢık 20, 80 ve 

225 kDa molekül ağırlıklarına sahip olduğunu gösterdi. 

 

Anahtar Kelimeler: Enzim, Bacillus, Proteaz, Yağsız Süt Tozu 



II 
 

ABSTRACT 

 

 

CHARACTERIZATION OF PROTEASE ENZYME ISOLATED FROM 

BACILLUS MEGATERIUM  T50 ISOLATE 

 

ASAR, Reyhan 

Giresun University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Deparment of Biology,  Master Thesis 

Supervisor: Assoc. Prof. Hatice KATI  

November 2016, 48 Pages 

 

In recent years, it is increased to use the microbial enzymes for industrial 

applications. Bacillus bacteria being the source of many enzymes in microbial 

sources have increased the interest in these bacteria. 

In this study, protease enzyme isolated form Bacillus megaterium T50 isolate 

is characterized. The effects of temperature, pH, some organic solvents and 

detergents on protease enzyme activity were investigated. Its molecular weight was 

determined by SDS-PAGE. 

Protease activity is detected the highest in skimmed milk powder medium. 

The highest activity production as depend on the time, it is found at 72 nd hours. 

Maximum activity of enzyme is determined at pH 8 and 30 °C. Enzyme activities are 

observed high activity in the presence of hexane. Enzyme activity decreasedin the 

presence of isopropanol, ethyl acetate, methanol, acetonitrile and butan-1-ol. While 

NH4Cl, MgCl2, MnCl2, CaCl2 increased the enzyme activity, CuCl2, ZnCl2, CdCl2, 

CoCl2, and NiCl2 decreased. SDS-PAGE analysis results showed that there were 

three proteases having molecular weights about 20 kDa, 80 kDa, and 225 kDa. 

 

Key Words: Enzyme, Bacillus, Protease, Skimmed Milk Powder 
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1.GİRİŞ 

 

Hücrelerde gerçekleĢen metabolik faaliyetlerin tümü enzim adı verilen özel 

katalizörlerle gerçekleĢtirilir. Birçok reaksiyonun spesifik enzimlerle kolaylıkla 

gerçekleĢmesi enzimlerin canlı hücrelerden izole edilip kullanılması fikrini 

doğurmuĢtur (GümüĢel, 2002). 

 

Günümüzde endüstriyel alanda kullanılan enzimler her ne kadar bitkisel, 

hayvansal ve mikroorganizma kökenli olsa da bu gruplar içerisinde en fazla pay 

mikroorganizma kökenli enzimlere aittir. Mikroorganizmaların tercih edilmesinin 

nedenleri ise yan ürün oluĢturma ihtimalinin az olması, yüksek aktiviteye sahip 

olmaları, ekonomik olmaları, stabiliteye sahip olup yüksek oranda ve saflıkta 

üretilmeleridir (Wiseman, 1987; Horikoshi, 1999). 

 

Mikroorganizma kökenli enzimler özellikle ticari hayatta birçok kullanım 

alanı bulurlar. Bugüne değin 2500 farklı enzim tanımlanmıĢtır ve bunların yaklaĢık 

% 10'u ticari alanda kullanılır. Ticari alanda kullanılan enzimlerin 25 tanesi niĢasta 

sanayisinde ve deterjan katkı maddesi olarak kullanılan enzim olarak ticari alandaki 

enzimlerin % 80'ini oluĢturur (Woodley, 2000). Bu enzimler içerisinde yer alan 

proteaz enziminin kullanımının yaygın olması bu enzime olan ilgiyi hergün biraz 

daha artırmaktadır (Talan, 2015). Proteaz enziminin uygulama alanları; gıda ve besin 

endüstrisi, peptid sentezi, evsel ve endüstriyel atıkların giderilmesi ve deterjan 

endüstrisidir (Tekin, 2008).  

 

1.1. Bacillus Cinsi 

 

Bacillaceae familyası Bacillus ve Clostridium olmak üzere iki alt gruba ayrılır 

(Garrity, 2004). 
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Bacillus türü bakteriler aerop, sporlu basillerdir ve genellikle gram pozitif 

boyanırlar. Vejetatif formları 0,5-2,5 µm eninde, 1,2-10 µm boyunda, düz, uçları 

yuvarlak basillerdir. Endosporları ise silindirik, oval, yuvarlak ya da böbrek Ģeklinde 

olabilir. Türlerine göre santral, terminal ve subterminal konumda bulunurlar. 

Genellikle katalaz pozitiftir ve değiĢik antibiyotikler üretebilirler (Gerçeker, 1999; 

Madigan, 2010). Bacillus’ların çoğu saprofit olarak bulunur. Doğada organik 

materyallerde, hava, su, toprak, yeĢil sebzelerde hatta bazıları normal vücut 

florasında bulunabilir. Bazı türler insanlarda, diğer memelilerde ve böceklerde 

zorunlu patojen ya da fırsatçı enfeksiyon etkenidir (Logan ve Turnball, 1999; 

Berkeley ve Logan, 1997). 

 

Bacillus grubu içerisinde yaklaĢık 50 tür bulunmaktadır. Ġçlerinde en çok 

bilinenler; B. thuringiensis, B. megaterium, B. cereus, B.subtilis ve B. pumilis'tir 

(Logan ve Turnball, 1999). 

 

1.2. Enzimler ve Genel Özellikleri 

 

Enzimler, canlı organizmada meydana gelen tüm reaksiyonların hızlıca 

gerçekleĢmesini sağlayan protein yapıda spesifik biyokatalizörlerdir. Tüm canlılarda 

bulunurlar ve reaksiyonları canlıya zarar vermeden hızlı bir Ģekilde gerçekleĢtirirler. 

 

Enzimler uzun yıllardan beri insanlığa hizmet etmiĢ ve bira, Ģarap, peynir, 

ekmek gibi yiyecek içeceklerin yapımında bilinmeden kullanılmıĢtır. Günümüzde de 

enzim çalıĢmaları buna bağlı olarak giderek artmaktadır. 

 

Enzimler ilk olarak ferment olarak adlandırılmıĢtır fakat 1838’de Berzelius 

katalizör (biyokatalizör) ifadesini kullanmıĢ ve 1878’de Künhe enzim terimini 

kullanmıĢtır. 

 

Enzimin etki ettiği madde substrat, açığa çıkan madde ise ürün olarak 

adlandırılır. Enzimin adlandırılması etki ettiği maddenin sonuna –az (ase) eki 
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getirilerek yapılır. Enzim substrat arasındaki iliĢki anahtar-kilit modeliyle 

açıklanmaktadır (Aehle, 2004). 

 

Enzimler apoenzim ve koenzim olarak iki kısımdan oluĢur. Apoenzim sadece 

proteinden oluĢan kısım, koenzim ise organik ya da inorganik kısımdır. Her iki 

yapıda inaktif durumdadır. Enzimlerin aktif olabilmeleri için genellikle metal 

iyonlarından oluĢan kofaktör denilen yan grupları vardır. Enzimlerin proteinden 

oluĢan kısmı 20 aminoasidin peptid bağlarıyla bağlanmasıyla oluĢur. Protein 

kısmının aminoasit diziliĢi primer yani birincil yapısını oluĢturur. Enzimlerde 

modifikasyonlar sonucu R gruplarında (aminoasit yan zincirleri) kimyasal 

değiĢiklikler meydana gelir. Enzimlerin R grupları dikkate alınmaksızın uzaydaki 

konformasyonu sekonder yani ikincil yapısını oluĢturur. Zincirdeki aminoasitleri R 

gruplarının da dikkate alınmasıyla uzaydaki konformasyonunun belirlenmesi tersiyer 

(üçüncül) yapıyı oluĢturur. Alt birimler arasındaki iliĢki ve toplam molekülün 

uzaydaki konformasyonu da kuaterner yani dördüncül yapıyı oluĢturur. Bu tür 

enzimlerin alt birimlerinin değiĢmesiyle izoenzimler oluĢur. Ġzoenzimler izozim 

olarak da bilinirler ve aynı reaksiyonu katalizleyip  farklı birincil yapıya sahiptirler 

(Yıldırım ve ark., 2007). 

 

Her enzimin aktivitesinin en yüksek seviyede olduğu bir sıcaklık ve pH 

değeri vardır. Bu değerlerin dıĢına çıkıldığında enzimin aktivitesi düĢmeye baĢlar. 

Bazı maddeler ise enzimin deformasyonunu sağlayarak aktivitesini düĢürebilir ya da 

tamamen durdurabilir. Bunlara inhibitör madde adı verilir (Aehle, 2004). 

 

Enzimler hayvanlardan, bitkilerden ve mikrobiyal kaynaklardan elde edilirler. 

Hayvansal kaynaklı enzimler tavuk yumurtalarının beyazı, pankreas, geviĢ 

getirenlerin karın bölgesi gibi yenilebilen organlardan izole edilir (John, 1987). 

Bitkisel kaynaklı enzimler yenilebilir bitkilerden izole edilir. En önemli örneği malt 

amilazdır. Malt amilaz bira ve ekmek yapımında kullanılır (John, 1987). Mikrobiyal 

kaynaklı enzimler ise özel mikroorganizmalar tarafından üretilir. Mikroorganizma 

seçiminde sadece enzim üretme yetenekleri değil toksik ve patojen olmamaları da 

önemlidir (Demain ve Solomon, 1981). 
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1.3. Salgılanma Şekline Göre Enzimler 

 

1.3.1. İntraselüler Enzimler 

 

Sitoplazmada bulunan ribozomlarda sentezlenen enzimlerdir. Substratları 

Ģeker, aminoasit gibi hücre zarından geçebilme yeteneğindeki moleküllerdir (John, 

1987).  

 

1.3.2. Ekstraselüler Enzimler 

   

  Hücre yapılarının dıĢ kısmı ve besiyeri ile bağlantı halindeki enzimlerdir 

(John, 1987). Ġntraselüler enzimlerin aksine stabiliteleri yüksektir ve çevre 

koĢullarına daha dayanıklıdırlar (Furlan ve ark., 2006). 

   

1.4. Enzimlerin Sınıflandırılması 

 

  Enzimlerin sayısının hızla artmasıyla ortaya çıkabilecek karıĢıklığın 

önlenmesi amacıyla 1956 yılında Uluslararası Enzim Komisyonu (International 

Comission on Enzyme) kurulmuĢtur. Bu komisyonda kabul edilen sistem 3 prensibi 

içerir: 

 

1) –az (ase) eki ile biten enzim isimleri tek enzimler için kullanılmalıdır. 

2) Enzimler katalizledikleri reaksiyona göre sınıflandırılır ve adlandırılır. 

3) Katalizlenen reaksiyon tipine göre sınıflandırılır ve adlandırılır. 

 

  Bu sistemde enzim komisyonu tarafından belirlenen kod numaraları kullanılır 

ve enzimler 6 ana sınıfa ayrılır. EC ön ekiyle baĢlayan kod numaraları dört unsuru 

ifade eder: 

1) Ġlk rakam altı sınıftan hangisine ait olduğunu 

2) Ġkinci rakam enzimin alt sınıfını 

3) Üçüncü rakam ikinci alt grubu 

4) Dördüncü rakam alt-alt sınıf içindeki seri numarasını ifade eder. 
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  Ġlk rakamın açıkladığı sınıflar sırasıyla Ģunlardır: 

 

1) Oksidoredüktazlar: Yükseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarını katalizler ve 

iki gruba ayrılır:    − Dehidrojenaz     −Oksidaz 

2) Transferazlar: Molekülden H
+
 dıĢında fonksiyonel grupların transferini 

katalizleyen enzimlerdir. 

3) Hidrolazlar: Su ilavesiyle bağların parçalandığı hidroliz reaksiyonunu 

sentezler. 

4) Liyazlar: Çift bağ oluĢum ve bağa katılma reaksiyonlarını katalizler. 

5) Ġzomerazlar: ĠzomerleĢme reaksiyonlarını düzenleyen enzimlerdir. 

6) Ligazlar: Fosfat kullanarak bağ oluĢumunu katalizleyen enzimlerdir (Aehle, 

2004).    

 

1.5. Enzimlerin Kullanım Alanları 

 

Enzimler gıda endüstrisi, deterjan ve kağıt üretimi, deri iĢlenmesi, tekstil 

endüstrisi ile tıpta teĢhis ve tedavide kullanım alanlarına sahiptir (Daniels, 1992; 

Kirk ve ark., 2002). Endüstride kullanılan enzimlerin % 80’nini hidrolitik enzimler 

oluĢturur. Hidrolitik enzimler içinde yer alan proteazlar % 60 ile endüstriyel açıdan 

en önemli enzimdir (Bhat, 2000; Öztürk, 2005). Ġkinci sırada yer alan amilazlar ise  

% 25’lik paya sahiptir (Sidhu ve ark., 1997; Rao ve ark., 2009). Ksilenazlar  kağıt 

hamurunun beyazlatılması için kullanılmaktadır (Palonen ve ark., 2004; Aygan, 

2008). Selülazlar selülozik materyallerin Ģekerlere dönüĢtürülerek biyolojik ürün 

oluĢturulmasında kullanılmaktadır. Bu tür enzimlerin enzim piyasasındaki paylarının 

artması beklenmektedir (Aygan, 2008; Cherry ve ark., 2003). 

 

1.6. Proteazlar 

 

 Proteazlar proteinlerdeki peptid bağlarının hidrolizini gerçekleĢtiren enzim 

grubudur. Büyük polipeptidleri ve proteinleri hücreler tarafından absorblanabilecek 

daha küçük moleküllere hidroliz eder (Salleh ve ark., 2006). Peptid bağlarının 

proteazlar tarafından aminoasitlere parçalanması iĢlemine proteoliz adı verilir (ġekil 
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1.1.). Proteoliz sonucu proteinler, peptid parçaları ve aminoasitler oluĢur (Sarıkaya, 

2006). 

 

 

 

 

Şekil 1.1. Peptid bağlarının proteazlar tarafından katalizi (proteoliz) (Gupta, 2002). 

 

  Proteazlar enzim komisyonu (EC) numaralarına göre hidrolazlar sınıfının 

(Sınıf 3), peptidazlar ya da peptid hidrolazlar alt sınıfına (Alt sınıf 3.4) ait 

enzimlerdir. EC 3.4 baĢlığıyla bilinirler. 

 

           EC 3 Hidrolaz 

           EC 3.4 Proteazlar   (Gençkal, 2004) 

 

1.6.1. Proteazların Sınıflandırılması  

 

Proteazlar EC sisteminde ekzopeptidazlar (EC 3.4. 21-99) ve endopeptidazlar 

(EC 3.4. 11-19)  olarak iki sınıfa ayrılmıĢtır (Rao ve ark., 1998). 
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1.6.1.1. Ekzopeptidazlar 

 

Ekzopeptidazlar etkisini peptid zincirinin sonunda bulunan serbest amino (N) 

ya da karboksil (C) grubunda göstermektedir. Amino grubuna etki ederse 

aminopeptidaz, karboksil ucuna etki ederse karboksipeptidaz olarak isimlendirilirler 

(ġekil 1.2.). 

 

 

 

 

Şekil 1.2. Ekzopeptidazların etki mekanizması (Silverthorn, 2004). 

 

 

1.6.1.1.1. Aminopeptidazlar 

 

Peptid zincirinin serbest N- ucuna etki ederek tek bir aminoasidin, dipeptidin 

veya tripeptidin ayrılmasını sağlayarak sırasıyla aminopeptidazlar, dipeptidil 

peptidazlar, tripeptidil peptidazlar isimlerini alırlar. 

 

Aminopeptidazlar bakteri ve fungus türlerinden sentezlenirler. Aspergillus 

oryzae tarafından üretilen aminopeptidaz hariç hücre içi enzimlerdir. 

Aminopeptidazların N-terminal metiyonini (Met) uzaklaĢtırdığı bilinmektedir (Rao 

ve ark., 1998). 
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1.6.1.1.2. Karboksipeptidazlar 

 

Peptid zincirinin C- ucuna etki ederek tek bir aminoasit ya da dipeptidin 

uzaklaĢtırılmasını sağlar. Aktif bölgelerindeki aminoaside göre 3 gruba ayrılırlar: 

 

1) Serin Karboksipeptidazlar 

2) Sistein Karboksipeptidazlar 

3) Metallo Karboksipeptidazlar  (Rao ve ark., 1998). 

 

            Bunların dıĢında tanımlamıĢ ancak etki mekanizmaları tam olarak 

açıklanmamıĢ iki ekzopeptidaz ailesi daha vardır. Bunlar dipeptidazlar ve 

omegapeptidazlardır (Alpan, 2008). Dipeptidazlar dipeptidleri hidroliz ederler. 

Omegapeptidazlar ise N veya C terminal ucuna ihtiyaç duymazlar. Terminal uçlara 

yakın bölgeleri hidroliz ederler (Rao ve ark., 1998). 

 

1.6.1.2. Endopeptidazlar 

 

 Endopeptidazlar polipeptid zincirinin iç bölgesindeki peptid bağlarına etki 

eder (ġekil 1.3.). Aktiviteleri üzerinde serbest N ve C varlığı negatif etkiye sahiptir. 4 

gruba ayrılırlar: 

 

1) Serin Proteazlar 

2) Sistein Proteazlar 

3) Aspartik Proteazlar 

4) Metalloproteazlar 

 

Bunların haricinde katalitik aktivitesi bilinmeyen endopeptidaz ailesi de 

bulunmaktadır. 
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Şekil 1.3. Endopeptidazların etki mekanizması (Silverthorn, 2004). 

 

 

1.6.1.2.1. Serin Proteazlar 

 

Bugüne dek çalıĢılmıĢ geniĢ çaplı proteolitik enzimlerdir (Castroa, 2010). 

Tüm proteolitik enzimlerin büyük bir kısmını oluĢtururlar. Bu enzim ismini aktif 

bölgesindeki nükleofilik serinden almıĢtır (Cera, 2009). Substrat tercihlerine göre; 

tripsin benzeri serin proteazlar, kimotripsin benzeri serin proteazlar, elastaz benzeri 

serin proteazlar olarak 3 gruba ayrılır. Virüs, bakteri ve ökaryotik organizmalarda bol 

miktarda bulunurlar. pH 7-11 arasında aktiftir. Bacillus sp.'ler en iyi serin proteaz 

üreticisidir. En önemlileri triptaz, lipaz, elastaz, kimotripsin, trombin ve fosfolipazdır 

(Rao ve ark., 1998). 

 

1.6.1.2.2. Sistein Proteazlar 

 

Tüm canlılarda bulunur (Kenny, 1999). Nötr pH'da aktivite gösterirler. Aktif 

merkezinin spesifitesine göre 4 gruba ayrılır: 
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1) Papain benzeri tiyol proteazlar 

2) Tripsin benzeri tiyol proteazlar 

3) Glutanik aside özel tiyol proteazlar 

4) Diğer tiplerdeki tiyol proteazlar 

 

             En çok bilinen papain benzeri tiyol proteazlardır (Gençkal, 2004). Sistein 

proteazlar kaspazlar olarak da bilinirler ve apoptoziste rol oynarlar (Ulukaya, 2003). 

 

1.6.1.2.3. Aspartik Proteazlar 

 

 Asit proteazlar olarak da bilinirler. Aktif bölgelerindeki aktiviteleri için 

aspartik aside ihtiyaç duyarlar. Bu nedenle asidik pH'larda aktivite gösterirler. 

Sindirim, lizozomal protein yıkımı ve kan basıncının düzenlenmesinde görevlidirler 

(Garett ve Grisham, 2010). 

 

1.6.1.2.4. Metalloproteazlar 

 

Aktivite göstermek için çinko, kobalt ve diğer metal  iyonlarını kullanırlar. 

EDTA ile inhibe edilebilirler. Aktif merkezlerinde fonksiyonel gruplara göre 

gruplara ayrılırlar. En çok bilinenleri matriks metalloproteazları ve yüzey membran 

proteinleridir (Edwards ve ark., 1998). 

 

1.6.2. Proteaz Kaynakları 

 

Proteazlar doğada yaygın bir Ģekilde bulunurlar. Canlılar alemi içinde bitkiler 

% 48,85 oranıyla en yüksek proteaz bulundurma payına sahiptir. Bitkilerden sonra 

sırasıyla % 18,9 ile bakteriler, % 15,08 ile mantarlar, % 11,15 ile hayvanlar, % 7,42 

ile algler ve % 4,41 ile virüsler sıralamayı oluĢturur (Mahojan ve Badgujar, 2010) 

(ġekil 1.4.). 
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Şekil 1.4. Proteazın biyolojik kaynaklardaki dağılımı (Mahajan ve Madgujar, 2010). 

 

1.6.2.1. Bitkisel Kaynaklar 

 

Bitkilerin kök, gövde, yaprak, çiçek, lateks, reçine gibi birçok kısmından 

proteaz izolasyonu yapılabilir. Bu kısımlar içinde bitki lateksinin zengin bir proteaz 

kaynağı olduğu bilinmektedir. Bitkisel kaynaklı proteazlar genellikle ananas, papaya 

gibi tropikal bitkilerden elde edilmektedir (Ward, 1985). Bitkilerde genel olarak 

sistein ve serin endopeptidazlar bulunurken aspartik proteazlar ve aminopeptidazlar 

nadiren bulunurlar (Mahojen ve Badgujar, 2010) (ġekil 1.5.). 

 

 

 

Şekil 1.5. Bitkilerden elde edilen proteazların dağılımı (Mahajan ve Badgujan, 

2010). 
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1.6.2.2. Hayvansal Kaynaklar 

 

Hayvansal proteazların geçmiĢi enzimolojinin baĢlangıcına dayanır. Enzim 

yapıları bile keĢfedilmeden önce pepsin ve pankreas proteazlarının özellikleri 

bilinmekteydi. Günümüzde ise pankreatik tripsin, kimotripsin, pepsin ve renin en çok 

bilinen hayvansal kaynaklı proteazlardır (Rao ve ark., 1998). Hayvansal proteazlar 

birçok alanda kullanım fırsatı bulur ve büyük hacimlerde saflaĢtırılabilirler (ġekil 

1.6.). Ancak bunun için fazla sayıda çiftlik hayvanının kesimi gerekmektedir. Bu 

dezavantajı nedeniyle mikrobiyal proteazlara yönelim artmıĢtır (Tekin, 2008; Sevinç, 

2010). 

 

 

 

Şekil 1.6. Hayvansal kaynaklı proteazların dağılımı (Sarı, 2011). 

 

1.6.2.3. Mikrobiyal Kaynaklar 

 

Günümüzde tercih edilen proteaz kaynağı bakteri, fungus ve virüs orijinli 

mikrobiyal proteazlardır. Biyoteknolojik uygulamalar için mikroorganizmaların tüm 

özelliklerinin istenilen yönde değiĢtirilebilmesi, bitkisel ve hayvansal proteazlara 

göre daha saf elde edilebilmesi ve mikroorganizmaların daha kolay üretilebilmeleri 

daha çok tercih edilmelerine yol açmıĢtır (Kıran ve ark., 2006) (ġekil 1.7.). 
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Şekil 1.7. Mikrobiyal kaynaklı proteazların dağılımı (Mahajan ve Badgujar, 2010). 

 

 

1.6.2.3.1. Bakteriyel Proteazlar 

 

Ticari proteazlarının çoğu Bacillus cinsi bakteriler tarafından nötral ve alkalin 

olarak üretilir. Nötral proteazlar pH 5-8 aralığında aktivite gösterir. Aktivite 

gösterdiği pH aralığı ve uygulama yapılan ürün üzerinde daha az acı bir tat bıraktığı 

için gıda endüstrisinde daha fazla tercih edilir (Tekin, 2008). Bacillus türü bakteriler 

genellikle serin alkalen proteaz üretirler ve çoğu alkali özellik gösterir (Sevinç, 

2010). Alkalen proteazların optimum pH aralığı pH 9-11 arasında olsada optimum 

pH aralığı pH 12-13 arası olan istisnai durumlarda vardır. Optimum sıcaklıkları 50-

70°C'dir. Moleküler ağırlıkları genel olarak 15-30 kDa arasında değiĢir fakat 33 kDa, 

36 kDa ve 45 kDa moleküler ağırlığına sahip enzimler de vardır (Kumar ve Takagi, 

1999). Alkalen proteazların maksimum aktivite göstermek için CaCl2, MgCl2, MnCl2 

gibi iki değerlikli katyonlara ihtiyaç duyduğu ve bu katyonların Bacillus alkalen 

proteazlarının termal stabilitesini arttırdığı saptanmıĢtır (Çelik, 2006). ÇeĢitli 

inhibitörlerle yapılan inhibisyon çalıĢmalarıyla alkalen proteazların genellikle PMSF 

(Fenilmetilsulfonil florur) ve DFP (Diizopropilflorofosfat) ile tamamen inhibe 

olduğu bulunmuĢtur (Rao ve ark., 1998; Kumar ve Takagi, 1999). 
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1.6.2.3.2. Fungal Proteazlar 

 

Bakterilere göre daha çeĢitlidir. Fungal proteazlar pH 4-11 arasında geniĢ bir 

pH aralığına sahiptir. Ancak reaksiyon hızı düĢüktür ve termal stabilitesi bakterilere 

göre daha kötüdür (Rao  ve ark., 1998). 

 

1.6.2.3.3. Viral Proteazlar 

 

ÇeĢitli hastalıklara neden olan virüs proteinlerinin fonksiyonları nedeniyle 

oldukça önemlidir. Serin, aspartik sistein peptidazlar virüste bulunur. Birçok 

araĢtırma viral proteazların üç boyutlu yapısı ve bunların sentetik inhibitörlerle 

etkileĢimi üzerinde yoğunlaĢmıĢtır (Tekin, 2008). 

 

1.6.3. Proteazların Kullanım Alanları 

 

Proteazlar canlıların büyüme ve çoğalması için gerekli bir enzimdir. 

Proteinlerin hidrolizinde rol oynadıkları için fizyolojik ve ticari açıdan önemli 

enzimlerden birisidir. Proteazlar günümüzde deterjan, gıda endüstrisi, tekstil, deri, 

fotoğraf, yem sanayisi, eczacılık gibi birçok alanda kullanılmaktadır (Yıldırım, 2010) 

(ġekil 1.8.). 

 

 

Şekil 1.8. Proteazların endüstride kullanım yüzdeleri (Rao ve ark., 1998). 
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1.6.3.1. Deri Endüstrisi 

 

Deri iĢleme birçok adımdan oluĢan bir süreçtir. Bu sürecin her adımında 

kimyasallar kullanılır. Ancak bu kimyasallar güvenlik ve çevre açısından tehlikeli ve 

zararlıdır. Bu nedenle deri iĢlenmesinde enzimatik yöntemler kullanılmaktadır. 

Proteazlar özellikle derinin ıslatılması, yumuĢatılması, inceltilmesi ve kılların 

uzaklaĢtırılması basamaklarında kullanılır. Ayrıca enzim uygulamasıyla deri 

yüzeyinin geniĢlemesi de sağlanır. Ancak enzimlerin derilerin dikiĢ ve 

dayanıklılığını etkilemesinden dolayı kullanım miktarına ve süresine dikkat 

edilmelidir (Tekin, 2008; Sevinç, 2010). 

 

1.6.3.2. Deterjan Endüstrisi 

 

Deterjan sektöründe özellikle çevre kirliliğinin önüne geçmek için bakteriyel 

enzimlerin kullanımı artmıĢtır. Enzimler düĢük fosfat içeriğine sahip, ılık ve soğuk 

yıkama ısıları için formüle edilmiĢtir. Deterjanlarda kullanılan enzimlerin büyük 

kısmı Bacillus sp.'den izole edilen alkalin proteazlardır. Enzimlerin kullanımı yıkama 

verimini artırarak düĢük ısılarda ve kısa sürede temizliği sağlamakta ve çamaĢırların 

yıpranmasını önlemektedir (Yardımcı, 2014). 

 

1.6.3.3. İlaç Endüstrisi 

 

Enzimler ilaç sektöründe de geniĢ uygulama alanlarına sahiptir. Vücuttaki 

ihtiyaçları gidermek ve enzim ihtiyaçlarını karĢılamak için enzim takviyeleri 

üretildiği gibi sindirim sistemini desteklemek için üretilen ilaçlarda proteazlar 

kullanılmaktadır (Yardımcı, 2014). 

 

1.6.3.4. Tekstil Endüstrisi 

 

Tekstil endüstrisinde protein esaslı ürünlerin ön iĢlenmesinde proteazlar 

kullanılır. KumaĢ üretimi için farklı lif yapılarına sahip maddeler bulunur. Bu 

maddelerin proteaz ile muamelesi sonucunda liflerin esnekliği sağlanır ve doğal 
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kirlerden arındırılır. Ayrıca hem zaman tasarrufu sağlanır hem de uygun sonuçlar 

alınır (Sevinç, 2010). 

 

1.6.3.5. Gıda Endüstrisi 

 

Balık, bitki ve hayvan proteinlerini hidrolizleme, etin ve bifteğin 

yumuĢatılmasında proteazlardan yararlanılır. Son yıllarda peynir üretiminde 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Bira yapımında serbest aminoasit miktarını artırarak raf 

ömrünü uzatırlar (Sevinç, 2010). 

 

1.7. Tezin Amacı 

 

Günümüzde enzim kullanımı hızla artmaktadır. Enzimlerden biri olan 

proteazların da birçok alanda kullanılması ve kullanılabilecek potansiyel baĢka 

sahalarında olabileceği gerçeği proteaza olan ilgiyi artırmaktadır. Bu çalıĢmada 

Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enziminin 

karakterizasyonu yapılmıĢtır. 
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2. MATERYAL VE METOT 

 

2.1. Çalışmada Kullanılan Bakteriler 

 

Bu çalıĢmada Giresun Üniversitesi Biyoloji Bölümü Temel ve Endüstriyel 

Mikrobiyoloji Laboratuvarındaki stoktan temin edilen ve yüksek proteaz aktivitesi 

gösteren T24, T28, T45 ve T50 nolu toprak izolatları kullanıldı. Bu izolatlardan T24 

nolu izolatın Bacillus sp., T28 ve T45 nolu izolatların Bacillus cereus grubuna ait 

olduğu ve T50 nolu izolatın Bacillus megaterium olduğu fenotipik, biyokimyasal ve 

moleküler teknikler kullanılarak tanımlanmıĢtır (Katı ve ark., 2016a). Bu bakterilerin 

içerisinde en yüksek proteaz aktivitesi Bacillus megaterium T50 izolatında 

gözlendiği için çalıĢmaya bu bakteriyle devam edilmiĢtir. 

 

2.2. Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

 

Stokları yenilemek için nutrient agar (NA) kullanıldı. Bakterilerin 

aktifleĢtirilmesinde luria bertani (LB) kullanıldı. Proteaz aktivitesinin incelenmesi 

için yağsız süt tozu (% 0,1 pepton, % 0,5 NaCl, % 1 yağsız süt tozu, % 2 agar; yağsız 

süt tozu ayrı steril edildikten sonra besiyerine eklendi) (Qadar ve ark. 2009) ve 

kazeinli (5 g/L kazein, 5 g/L pepton, 2 g/L maya ekstraktı, 0,2 g/L MgSO47H2O, 0,1 

g/L CaCl2, 1 g/L K2HPO4, 5 g/L NaCl, 20 g/L agar) (Tekin, 2008) besiyerleri 

hazırlandı. 

 

2.3. Çalışmada Kullanılan Bazı Kimyasallar ve Cihazlar 

 

ÇalıĢmada TCA, folin ciocalteu, aseton, etanol, amonyum sülfat, sodyum 

asetat, potasyum fosfat, tris, glisin, asetik asit, NaOH, HCl, metanol, asetonitril, 

butan-1-ol, hekzan, izopropanol, etilasetat, CuCl2, MgCl2, MnCl2, ZnCl2, FeCl3, 

CdCl2, NH4Cl, CaCl2, NiCl2, CoCl2, akrilamid, amonyum persülfat, TEMED, 2-

merkaptoetanol, SDS, gliserol, Comassie Brillant Blue R-250 ve Triton X-100 

kullanıldı. 
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Bakteriler Nüve markalı inkübatörde 30 °C'de 150 rpm'de büyütüldü. Hermle 

marka soğutmalı santrifüj cihazında santrifüj edildi. Shimadzu UV min 1240 markalı 

spektrofotometre cihazında proteaz aktivitesi ölçüldü. Termoblok WiseTherm HB-

96-D cihazında farklı sıcaklık değerlerinin proteaz enzimine etkisi bakıldı. 

ÇalıĢmaların steril ortamda yürütülebilmesi için ESCO markalı steril kabin 

kullanıldı.  

 

2.4. Bakterilerin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

Ġzolatların proteolitik aktivitelerinin kalitatif olarak belirlenmesi için yağsız 

süt tozu ve kazeinli agar besiyerlerine steril kürdan ile ekim yapıldı ve 30 °C'de 2 

gün inkübe edildi. Ġnkübasyon sonucunda kolonilerin etrafında Ģeffaf zonların 

oluĢumu pozitif olarak değerlendirildi. 

 

Ġzolatların proteolitik aktivitelerinin kantitatif olarak belirlenmesi için, 

izolatlar LB besiyerinde 1 gece inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası bakteri yoğunluğu 

spektrofometrik yöntemle 600 nm dalga boyunda ölçüldü. Taze LB besiyerine optik 

yoğunluğu 0,1 olacak Ģekilde aĢılama yapıldı ve 30 °C’de, 150 rpm’de yaklaĢık 1 

saat inkübe edildi. Optik yoğunluk 0,3-0,5 arasındaki değere ulaĢınca yağsız süt tozu 

ve kazeinli sıvı besiyerlerine %1 olacak Ģekilde aĢılama yapıldı. 3 gün 30 °C'de 150 

rpm'de inkübe edildi. Ġnkübasyon sonunda kültürler 10000 rpm'de 20 dk santrifüj 

edilerek süpernatantları alındı. Süpernatantlar ham ekstrakt olarak adlandırıldı 

(Josephine ve ark., 2012). 

 

Tsuchida ve arkadaĢlarının 1989 yılında geliĢtirdikleri metoda göre ham 

ekstraktların enzim aktivite tayini yapıldı. Ġlk olarak substrat solüsyonu olarak tris 

tamponu (pH 8) içinde % 1'lik kazein hazırlandı. Bu substrat solüsyonundan 500 µl 

alınarak 200 µl ham ekstrakt ile karıĢtırılarak 20 dk 30 °C'lik su banyosuna bırakıldı. 

20 dk sonunda 1 ml % 10'luk Trikloroasetik asit (TCA) eklenerek oda sıcaklığında 

15 dk bekletildi. 15 dk sonunda 10000 rpm'de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

süpernatant kısmı alındı üzerine 2,5 ml 0,4 M  Na2CO3 eklendi. Ġyice karıĢması için 

hafifçe vortekslendi. 3 kat dilüte edilmiĢ 1 ml folin ciocalteu eklenerek 30 dk 
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karanlıkta bekletildi ve spektrofotometrede 660 nm'de ölçüm yapıldı (Tsuchida ve 

ark., 1989).  

 

2.5. İzolatların En Yüksek Aktivite Gösterdiği Besiyerinin ve Saat Aralığının 

Belirlenmesi 

 

Ġzolatlar LB besiyerinde 1 gece 30 °C'de inkübe edildi. Kazeinli ve yağsız süt 

tozu besiyerlerine ekim yapıldı ve 24, 48, 72 ve 96. saatlerdeki aktiviteleri ölçüldü. 

Bu saatlerde örneklerden 2'Ģer ml alındı. Alınan örneklerin bakteri yoğunluğu 

spektrofotometrede ölçüldü ve geriye kalan örnekler santrifüj edilerek enzim aktivite 

tayini yapıldı. 

 

2.6. Proteazın Karakterizasyonu 

 

 Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enzimi karakterize 

edildi. En iyi aktivite gösterdiği sıcaklık ve pH değerleri belirlendi, stabilitelerine 

bakıldı. Organik çözücü ve metal iyonlarının etkisi altındaki aktivitesi belirlendi. 

 

2.6.1.  Optimum pH'ın Belirlenmesi 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen proteazın en yüksek aktivite 

gösterdiği pH'sını bulmak için yapılan çalıĢmada pH'ları 4-10 olan 50 mM'lık 

tamponlar hazırlandı. pH 4 ve 5 için sodyum asetat, pH 6 ve 7 için potasyum fosfat, 

pH 8 için tris, pH 9 ve 10 için glisin-NaOH tamponu kullanıldı. Bu tamponlarda % 1 

olacak Ģekilde kazein substrat solüsyonları hazırlandı. En yüksek absorbans 

değerinin elde edildiği pH, 100 kabul edilerek diğer pH değerlerinden elde edilen 

sonuçlar buna göre oranlanıp enzim aktivitesi belirlenmiĢtir. 

2.6.2. Optimum Sıcaklığın Belirlenmesi 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen proteaz enziminin en yüksek 

aktivite gösterdiği sıcaklığı belirlemek için 10-90 ºC sıcaklıklarda 20 dk bekletilerek 
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enzim aktivite tayini yapıldı. En yüksek absorbans değerinin elde edildiği sıcaklık, 

100 kabul edilerek diğer sıcaklık değerlerinden elde edilen sonuçlar buna göre 

oranlanıp enzim aktivitesi belirlenmiĢtir. 

 

2.6.3. pH ve Sıcaklık Stabilitelerinin Belirlenmesi 

 

Stabilitenin belirlenmesi için optimum aktivite gösteren pH ve sıcaklık 

değerleri kullanıldı. pH stabilitesi için tris (pH 8) tamponu çözeltisi içinde 

hazırlanmıĢ  % 1’lik kazein çözeltisi ile ham ekstrakt karıĢtırılıp 20, 60, 120 ve 240  

dk  30 ºC'de  inkübe edilerek enzim aktivite tayini yapıldı. Sıcaklık stabilitesi için de 

yine 20, 60, 120 ve 240  dk en yüksek aktivite gösteren 30 ºC sıcaklıkta inkübe 

edilerek enzim aktivite tayini yapıldı. 

 

Proteaz enziminin en iyi aktivite gösterdiği pH ve sıcaklık bu çalıĢmanın 

diğer aĢamalarında kullanıldı. 

 

2.6.4. Metal İyonlarının Proteaz Üzerine Etkileri 

 

Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteazın enzimatik aktivitesi üzerine 

metal iyonlarının etkisinin belirlenmesi için CuCl2, MgCl2, MnCl2, ZnCl2, FeCl3, 

CdCl2, NH4Cl, CaCl2, NiCl2 ve CoCl2 kullanıldı. Son konsantrasyon 5 mM olarak 

hazırlanan farklı metal iyonları içeren substrat çözeltisiyle ham ekstrakt karıĢtırılıp 

20 dk ve 1 saat 30 ºC'de inkübe edilerek enzim aktivitesi bakıldı. Kontrol olarak 

metal iyonu içermeyen kazeinli tampon kullanıldı. Kontrol değeri 100 kabul edilerek 

diğer değerlerinden elde edilen sonuçlar buna göre oranlanıp enzim aktivitesi 

belirlenmiĢtir. izolatına ait proteazın enzimatik aktivitesi üzerine 

 

2.6.5. Organik Çözücülerin Proteaz Üzerine Etkileri 

 

Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteazın enzimatik aktivitesi üzerine 

organik çözücülerin etkisinin belirlenmesi için etanol, metanol, asetonitril, butan-1-

ol, aseton, hekzan, izopropanol ve etilasetat kullanıldı. 100 µl enzim, 100 µl organik 
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çözücülerle karıĢtırılıp 1 saat 30 ºC'de bekletildi. Kontrol için organik çözücü 

içermeyen tampon kullanıldı. 1 saat sonunda enzim aktivite tayini yapıldı. Kontrol 

değeri 100 kabul edilerek diğer değerlerinden elde edilen sonuçlar buna göre 

oranlanıp enzim aktivitesi belirlenmiĢtir.  

 

2.7. Ultrafiltrasyon 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen ham ekstrakt ultrafiltrasyon 

ile konsantre edildi. Bu amaçla 10 kDa büyüklüğündeki molekülleri tutabilme 

kapasitesine sahip membran içerikli falkon tüpleri kullanıldı. Tüplere ham ekstrakt 

yüklendi ve 8000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi. Falkon içerisinde membran 

tarafından tutulan konsantre örnek SDS-PAGE’de kullanıldı. 

      

2.8.  Aseton, Etanol ve Amonyum Sülfat Çöktürmelerinin Yapılması 

 

Proteaz enziminin kısmi saflaĢtırması için aseton, etanol ve amonyum sülfat 

çöktürmeleri yapıldı. Çöktürmeler için yağsız süt tozu besiyerleri hazırlandı.  

Bacillus megaterium T50 izolatı LB besiyerinde 1 gece 30 ºC'de 150 rpm'de inkübe 

edildi. Ġnkübasyon sonrası kültürün yoğunluğu 600 nm'de ölçüm yapılarak LB 

ortamına optik yoğunluk 0,1 olacak Ģekilde aĢılama yapıldı. YaklaĢık 1 saat 

inkübasyon sonucu optik yoğunluk 0,3-0,5'e ulaĢınca yağsız süt tozu besiyerlerine % 

1 oranında aĢılama yapılarak 30 ºC'de, 72 saat, 150 rpm'de inkübe edildi. Ġnkübasyon 

sonrası kültür 6000 rpm'de 20 dk santrifüj edildi.  

 

Etanol çöktürmesi için; 1 gece -20 ºC'de bekletilen 900 ml etanol içerisine 

kültür süpernatantından 100 ml eklendi ve 1 gece -20 ºC'ye bırakıldı. 

 

Aseton çöktürmesi için; 1 gece -20 ºC'de bırakılan 400 ml aseton içerisine 

kültür süpernatantından 100 ml eklendi ve 1 gece -20 ºC'ye bırakıldı.  

 

Etanol ve aseton çöktürmeleri için elde edilen örnekler 1 gece inkübasyon 

sonrası 6000 rpm'de 20 dk santrifüj edildi. Pellet kısmı alındı, 1 gece kurumaya 

bırakıldı. Kuruyan pelletler 5 ml steril dH2O ile çözündürülerek -20 ºC 'ye kaldırıldı. 
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Amonyum sülfat çöktürmesi için % 40, % 60, % 80 yoğunlukta çöktürme 

kademeli olarak yapıldı. Her bir yoğunluktaki çöktürmeler 1 gece +4 ºC'de 

bırakılarak ertesi gün 10000 rpm'de 20 dk santrifüj edildi ve -20 ºC'ye kaldırıldı. 

Daha sonra amonyum sülfat, aseton ve etanol çöktürmelerinin enzim aktivite 

ölçümleri yapıldı. 

 

2.9. SDS –PAGE ve Zymogram Analizi 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen enzimin molekül 

ağırlığının belirlenmesi için Laemmli (1970)’ye göre % 0,1 jelatin içeren % 15’lik 

SDS-PAGE hazırlandı. Bu çalıĢmada ham ekstrakt, ultrafiltrasyon ve amonyum 

sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen örnekler kullanıldı. 

Hazırlanan jele örnekler iki tekrarlı olarak yüklendi. Jele, örnekler ayırma 

jelini geçene kadar önce 50 volt, örnekler ayırma jeline geçtikten sonra ise 100 volt 

sabit akım verildi. Elektroforez iĢlemi yaklaĢık 6 saat sürdü. Yürütme iĢlemi 

tamamlandıktan sonra aktivite bakılacak jel boyama yapılmadan uzaklaĢtırıldı. Jelin 

diğer kalan kısmı Comassie Brillant Blue R-250 (CBBR-250) boyası ile boyanmıĢtır. 

Aktivite için kesilen jelden SDS’yi uzaklaĢtırmak için jel 60 dk % 2,5 Triton X-100 

solusyonda yıkandı. Ardından 50 mM tris (pH 8) tamponunda 30 dk 30 ºC’de inkübe 

edildi ve aynı taze tampon içinde 12-16 saat inkübasyona tekrar bırakıldı. 

Ġnkübasyon sonrası CBB R-250 boyasında yaklaĢık 3 saat boyandı ve boya giderme 

solüsyonu içine alınarak yıkama iĢlemi gerçekleĢtirildi. 
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3. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

3.1. Bakterilerin Proteolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi 

 

T24, T28, T45 ve T50 nolu izolatların proteolitik aktiviteleri kalitatif olarak 

yağsız süt tozu ve kazeinli besiyerlerinde 30 ºC'de 2 gün inkübe edilerek 

belirlenmiĢtir. Ġnkübasyon sonucunda suĢlara ait kolonilerin etrafında Ģeffaf zon 

oluĢumu gözlenmiĢ ve proteolitik aktivite pozitif olarak değerlendirilmiĢtir (ġekil 

3.1, 3.2 ve 3.3). 

 

 

 

Şekil 3.1. T50 numaralı izolatın kazeinli ve yağsız süt tozu besiyerlerindeki Ģeffaf 

zon oluĢumları 

 

 

 

Şekil 3.2. T28 numaralı izolatın kazeinli ve yağsız süt tozu besiyerlerindeki Ģeffaf 

zon oluĢumları 
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Şekil 3.3. T45 numaralı izolatın kazeinli ve yağsız süt tozu besiyerlerindeki Ģeffaf 

zon oluĢumları 

 

3.2. İzolatların Proteaz Aktivitesi 

 

T24, T28, T45 ve T50 nolu izolatların yağsız süt tozu besiyerinden 24 saatlik 

aralıklarda alınan numunelerin proteaz aktivitesi 600 nm dalga boyunda ölçüldü. 

Ayrıca alınan numuneler 6000 rpm'de 20 dk santrifüj edilerek süpernatantları alındı 

ve enzim aktivite tayinleri yapıldı. Elde edilen sonuçlara göre T50 nolu izolatın 72 

saatte yağsız süt tozu besiyerinde en yüksek proteaz aktivitesine sahip olduğu 

gözlendi ve çalıĢmalara Bacillus megaterium T50 izolatıyla devam edildi. 

 

3.3. Proteaz Enziminin Karakterizasyonu 

 

Bacillus megaterium T50 izolatı 200 ml'lik yağsız süt tozu besiyerinde 72 

saat inkübe edildikten sonra 6000 rpm'de  +4 ºC'de 20 dk santrifüj edildi. Elde edilen 

süpernatant ham ekstrakt olarak isimlendirildi ve kullanılıncaya kadar -20 ºC'ye 

bırakıldı. Ham ekstrakt kullanılarak optimum pH, optimum sıcaklık, farklı metal 

iyonlarının ve farklı organik çözücülerin proteaz enzimi üzerine etkisi incelendi. 

 

3.3.1. Optimum pH'ın Belirlenmesi 

 

Proteaz enziminin optimum pH'sını belirlemek için farklı tamponlar 

kullanılmıĢtır. pH 4-10 aralığında ölçülen aktivite değerleri ġekil 3.4.'de verilmiĢtir. 
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Proteaz enzimin en yüksek aktivitesinin pH 8 olduğu belirlendi. Diğer pH 

değerlerinde aktivitenin düĢtüğü görüldü. pH 8'deki proteaz aktivite değeri %100 

kabul edilip diğer değerler buna göre oranlandı. pH 7'de aktivite yaklaĢık % 36 

civarında olup,  pH 9 ve 10'da aktivitenin  % 30'lara düĢtüğü gözlenmiĢtir. 

 

 

 

Şekil 3.4. Optimum pH değerinin belirlenmesi 

 

3.3.2. Optimum Sıcaklığın Belirlenmesi 

 

Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteaz enziminin optimum sıcaklık 

değerlerinin belirlenmesi amacıyla 10-90 ºC aralığında 20 dk bekletilerek enzim 

aktiviteleri belirlenmiĢtir. Sıcaklığın aktiviteye etkisine ġekil 3.5.'de yer verilmiĢtir. 

En yüksek aktivite 30 ºC'de gözlenmiĢ ve aktivite değeri % 100 kabul edilmiĢtir. 10 

ºC'de yaklaĢık % 47, 20 ºC'de % 66 aktivite gözlenirken, 40 ºC'de değerin yaklaĢık % 

50'ye düĢtüğü ve bundan sonraki sıcaklık değerlerinde de aktivitenin azaldığı 

belirlenmiĢtir. 
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Şekil 3.5. Optimum sıcaklığın belirlenmesi 

 

3.3.3. pH ve Sıcaklık Stabilitelerinin Belirlenmesi 

 

Enzimin pH stabilitesini belirlemek amacıyla enzim pH 8’de 4 saat boyunca 

30 C’deki su banyosunda tutulmuĢtur. ġekil 3.6.'da pH stabilitesinin değerinin 60. 

dakikada yaklaĢık % 49, 120 ve 180. dakikalarda % 84 oranında artırdığı, 240. 

dakikada ise % 71 arttığı gözlenmiĢtir. 

 

Sıcaklık stabilitesi için kazein içeren enzim karıĢımı 4 saat boyunca 30 ºC'de 

bekletilerek enzim aktivite tayini yapıldı. Sıcaklık stabilitesinin değerinin ise ġekil 

3.7.'de 60. dakikada % 52, 120. dakikada % 76, 180. dakikada ise % 83 oranında 

olduğu, 240. dakikada yaklaĢık % 62 arttığı gözlenmiĢtir.  
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 Şekil 3.6. pH 8 tamponuyla pH stabilite deney sonuçları 

 

 

 

Şekil 3.7. 30 ºC'de sıcaklık stabilite deney sonuçları 

 

3.3.4. Metal İyonlarının Proteaz Üzerine Etkileri 

 

Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteazın enzimatik aktivitesi üzerine 

metal iyonlarının etkisinin belirlenmesi için CuCl2, MgCl2, MnCl2, ZnCl2, FeCl3, 

CdCl2, NH4Cl, CaCl2, NiCl2 ve CoCl2 kullanılmıĢtır. Kazein içeren tamponun metal 
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iyonları içinde çözünmesi sağlanarak 20 dk ve 1 saat inkübasyona bırakılarak enzim 

aktivite tayini yapılmıĢtır. Sonuçlar metal iyonu içermeyen kontrole göre 

değerlendirilmiĢtir. ġekil 3.8.  ve 3.9.'da metal iyonlarının proteaz enzimi üzerine 

etkisi gösterilmiĢtir. 20 dk ve 1 saatlik inkübasyon sonuçlarını karĢılaĢtırdığımızda 

MnCl2 varlığında 20 dk inkübasyon sonucu aktivitede yaklaĢık % 66'lık artıĢ 

gözlenirken, 1 saatlik inkübasyon sonucunda bu artıĢın % 18'e düĢtüğü; MgCl2 

varlığında 20 dk'lık inkübasyonda aktivitede % 3'lük azalma olmasına rağmen 1 

saatlik inkübasyon sonrası aktivitenin % 9 arttığı; CaCl2varlığında 20 dk inkübasyon 

sonucu aktivitede % 14'lük artıĢ olduğu 1 saatlik inkübasyon sonucu bu artıĢın 

yaklaĢık % 8'e düĢtüğü gözlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

Şekil 3.8. Metal iyonlarının proteaz enzimi üzerine etkisi (20 dk bekleme) 
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 Şekil 3.9. Metal iyonlarının proteaz enzimi üzerine etkisi (1 saat bekleme) 

 

3.3.5. Organik Çözücülerin Proteaz Üzerine Etkileri 

 

Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteaz enziminin üzerine etanol, 

metanol, asetonitril, butan-1-ol, aseton, hekzan, izopropanol ve etilasetat etkisi 

araĢtırılmıĢtır. Bunun için 100 µl ham ekstrakt, 100 µl organik çözücü ile 

karıĢtırılmıĢ ve 1 saat 30 ºC'de ön inkübasyona bırakılmıĢtır. Kontrol olarak organik 

çözücü içermeyen enzim tampon karıĢımı kullanılmıĢ ve enzim aktivite tayini 

yapılmıĢtır. ġekil 3.10.'da organik çözücülerin proteaz enzimi üzerine etkisi 

gösterilmiĢtir. Sonuçlara bakıldığında özellikle hekzan varlığında proteaz enzim 

aktivitesinin gözle görülür ölçüde arttığı görülmektedir. Bu çalıĢmada hekzan 

varlığında aktivitenin yaklaĢık % 80 arttığı gözlenmiĢtir. Aseton varlığında aktivitede 

yaklaĢık % 17, metanol varlığında ise % 24'lük azalma görülürken, izopropanol ve 

etilasetat varlığında ise aktivitenin yaklaĢık % 55-60 azaldığı gözlenmiĢtir. 
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Şekil 3.10. Organik çözücülerin proteaz enzimi üzerine etkisi 

 

3.4. Aseton, Etanol ve Amonyum Sülfat Çöktürmesinin Yapılması 

 

Yapılan kısmi saflaĢtırma sonucunda 600 nm'de yapılan spektrofotometrik 

sonuçlara göre aseton çöktürmesinin aktivitesinin etanol çöktürmesine göre daha 

yüksek olduğu görülmüĢtür. Amonyum sülfat çöktürmelerinde pellet ve süpernatant 

kısmının aktivitelerine bakılmıĢtır. % 40, % 60 ve % 80 yoğunluktaki pellette 

süpernantantlara kıyasla aktivitenin daha yüksek olduğu görülmüĢtür. Genel olarak 

bakıldığında yoğunluk arttıkça aktivite artmıĢtır, en yüksek aktivite % 80 

yoğunluktaki amonyum sülfat çöktürmesinde gözlenmiĢtir. 

 

3.5. Proteazın Molekül Ağırlığının Belirlenmesi 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen enzimin molekül ağırlığının 

belirlenmesi için ham ekstrakt, ultrafiltrasyon ve amonyum sülfat çöktürmesi sonucu 

elde edilen örnekler kullanılarak SDS-PAGE yapıldı (ġekil 3.11). SDS-PAGE 

sonuçlarına göre aktivite gösteren yaklaĢık 20, 80 ve 225 kDa ağırlığında en az üç 

proteaz bantları tespit edilmiĢtir (ġekil 3.12). 
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Şekil 3.11. Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteazın SDS-PAGE görüntüsü 

M: Marker, 1: Ham ekstrakt, 2: Ultrafiltrasyon, 3: Amonyum sülfat 

 

 

 

 

Şekil 3.12. Bacillus megaterium T50 izolatına ait proteazın zymogram görüntüsü. M: 

Marker, 1: Ultrafiltrasyon 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Günümüzde enzim endüstrisi sürekli artan hızla geliĢme göstermektedir. 

Ticari alanda gıda, kozmetik, ilaç, tekstil ve deterjan gibi belli baĢlı alanların yanı 

sıra  birçok alanda da enzimlere gereksinim duyulmaktadır. Enzimlerin öneminin 

artmasına paralel olarak enzimlerin izole edilebileceği kaynaklarda önem 

kazanmaktadır. Enzimlerin izole edilebileceği kaynaklar arasında mikrobiyal 

kaynakların yeri büyüktür. Çünkü mikrobiyal kaynaklar zaman ve maliyet açısından 

daha ekonomiktir ve yüksek aktivite ve stabiliteye sahiptir. Mikrobiyal kaynaklar 

içinde Bacillus cinsi bakterilerin enzim üretiminde önemli olduğu bilinmektedir. 

 

Bu tezde Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enziminin 

karakterizasyonu yapıldı. Ġlk olarak stoktaki izolatların aktifleĢtirilmesi için luria 

bertani besiyerine ekim yapıldı. Daha sonra izolatların yağsız süt tozu ve kazeinli 

besiyerlerinde proteolitik aktiviteleri belirlendi. En yüksek aktivite gösteren Bacillus 

megaterium T50 izolatı ile çalıĢmalara devam edildi. Bu izolatın proteolitik aktivitesi 

yağsız süt tozu ve kazeinli besiyerleri kullanılarak belirlendi. En iyi proteaz pozitif 

zon oluĢumu yağsız süt tozu besiyerinde görülmüĢtür. Benzer Ģekilde Turus (2011) 

yaptığı çalıĢmada Bacillus sp. suĢlarını yağsız süt tozu agar besiyerine çizgi ekim 

tekniği kullanarak aĢılamıĢ ve 15 ºC'lik etüvde 40 saat inkübasyona bırakmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda etrafında Ģeffaf hidroliz zonu oluĢan örnekler proteaz pozitif 

olarak değerlendirilmiĢtir. Tekin (2008) çalıĢmasında alkalen proteaz üreticisi 

izolatları belirlemek için Eraslan ve ark. (2004) uyguladığı yağsız süt tozu agar 

besiyerini modifiye ederek kullanmıĢtır. Mezofilik izolatları 37 ºC'de, termofilik 

izolatları ise 55 ºC'de 72 saat inkübe etmiĢ, inkübasyon sonrası koloni çevresindeki 

Ģeffaf zonların varlığını proteaz pozitif olarak değerlendirmiĢtir. Sevinç (2010)  

çalıĢmasında bakterilerin proteaz üretme kapasitelerini belirlemek için kazeinli 

besiyeri (Sangeethaa ve Phil, 2008) ve yağsız süt tozu besiyeri (Qadar ve ark., 2009) 

olmak üzere iki besiyeri kullanmıĢtır. Örneklerini yayma ekim yöntemiyle ekim 

yapmıĢ ve 37 ºC'de 18 saat inkübasyona bırakmıĢtır. Ġnkübasyon sonucu açık renkli 

zon olan koloniler proteaz pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. Nadeem ve ark. (2008) 

yaptıkları çalıĢmada topraktan izole ettikleri Bacillus cinsi bakterileri yağsız süt tozu 
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içeren agarlı plaklara yayma metodu ile ekerek 37 ºC'de 18 saat inkübasyona 

bırakmıĢ ve zon çaplarına göre proteaz aktivitesinin miktarını belirlemiĢlerdir. 

Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteazın optimum 

sıcaklığının 30 ºC olduğu belirlenmiĢtir. Mevcut çalıĢmalar incelendiğinde Haddar ve 

ark. (2009), Bacillus mojavensis A21’den alkaliserin proteazlar (BM1 ve BM2) 

saflaĢtırmıĢlardır. Her iki enzimde optimum aktiviteyi 60 ºC’de göstermiĢtir. Yang ve 

ark. (2000) yaptıkları çalıĢmada Bacillus subtilis'ten saflaĢtırdıkları metalloproteazın 

optimum sıcaklığının 50 ºC olduğunu saptamıĢlardır. Gharbel ve ark. (2003)  

Bacillus cereus BG1'den saflaĢtırdıkları proteaz enziminin maksimum sıcaklığını 60 

ºC olarak bildirmiĢlerdir. Jellouli ve ark. (2011)  çalıĢmalarında Bacillus 

licheniformis MP1'den üretilen proteaz enziminin optimum sıcaklığını 70 ºC 

bulmuĢlardır. Kaur ve ark. (2001) Bacillus sp. P-2'den yüksek derecede termostabil 

alkalen proteaz üretimi üzerine çalıĢmıĢ ve bakteriden izole ettikleri proteaz 

enziminin maksimum aktivitesinin 30 ºC'de olduğunu bildirmiĢlerdir. Joo ve ark. 

(2002) Bacillus horikoshii'den üretilen proteazın 50 ºC'de maksimum aktivite 

gösterdiğini rapor etmiĢlerdir. Katı ve ark. (2016b) Bacillus thuringiensis'ten üretilen 

proteazın 30 ºC'de maksimum aktiviteye sahip olduğunu bulmuĢlardır. Bu 

çalıĢmadaki sonuca bakıldığında Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen 

proteazın 10 ºC ile 40 ºC arasında aktivite gösterdiği görülmektedir. 

 

Bu çalıĢmada Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteazın 

optimum pH'sı pH 8 olarak belirlenmiĢtir. Diğer çalıĢmalara bakıldığında Beq ve 

Gupta (2003) Bacillus majovensis suĢundan izole ettikleri oksidant stabil serin alkali 

proteaz enziminin optimum pH aralığını 7-11,5 olarak bulmuĢlardır. Motta ve Punj 

(1998) proteaz enziminin optimum pH'sını Bacillus polymxa'da 7,5 olarak 

belirlemiĢlerdir. Kim (2001), Gharbel (2003) ve Rahman (2006) Bacillus cereus ile 

yaptığı çalıĢmalarda elde ettikleri metalloproteazın maksimum pH'sını 8 olarak tespit 

etmiĢlerdir. Yang ve ark. (2000)  yaptıkları benzer bir çalıĢmada Bacillus subtilis'ten 

izole ettikleri metalloproteazın optimum pH'sını 8 bulmuĢlardır. Katı ve ark. (2016b) 

Bacillus thuringiensis'ten izole ettikleri proteaz enziminin pH 7-9 arası yüksek 

aktivite gösterdiğini ancak en yüksek aktivitenin pH 8'de olduğunu bildirmiĢlerdir. 
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Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enziminin optimum 

pH'sının literatürdeki bu çalıĢmalarla uyumlu olduğu görülmektedir. 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enziminin aktivitesi 

üzerine metal iyonlarının etkisi 20 dk ve 1 saat ön inkübasyona tabi tutularak 

araĢtırılmıĢtır. 20 dk ön inkübasyon sonucu MnCl2, NH4Cl ve CaCl2 varlığında enzim 

aktivitesi artarken diğer metal iyonlarının aktiviteyi inhibe ettiği; 1 saatlik ön 

inkübasyon sonucu MgCl2, MnCl2, NH4Cl ve CaCl2 varlığında aktivite artarken diğer 

metal iyonları varlığında aktivitenin azaldığı gözlenmiĢtir. Diğer çalıĢmalara 

bakıldığında; Ahmetoğlu (2011) Bacillus cereus KG5 bakterisinden izole ettiği 

proteaz enziminin aktivitesinin MnCl2, CaCl2 ve MgCl2 varlığında arttığını; ZnCl2, 

CuCl2 ve HgCl2 varlığında ise azaldığını belirtmiĢtir. Adinarayana ve ark. (2003) 

Bacillus subtilis PE-11 bakterisinden kısmen saflaĢtırdıkları enzimin aktivitesinin 

CaCl2 ve MgCl2 varlığında arttığını belirlemiĢlerdir. Nascimento ve Martins (2004) 

termofilik Bacillus sp.'e ait ekstraselüler proteaz aktivitesinin HgCl2, CuCl2, ZnCl2, 

KCl tarafından inhibe edildiğini bildirmiĢlerdir. Yang ve ark. (2000) Bacillus 

subtilis'ten izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesinin MnCl2 varlığında arttığını, 

HgCl2 varlığında ise inhibe olduğunu bulmuĢlardır. OkumuĢ (2004) Bacillus sp.'den 

izole ettiği alkalin serin proteaz enziminin aktivitesinin HgCl2 ve CuCl2 varlığında 

inhibe olduğunu belirtmiĢtir. Gabdrakhmanova ve ark. (1999) Bacillus intermedius 

ile yaptıkları çalıĢmada enzim aktivitesinin CaCl2, MgCl2, CoCl2varlığında arttığını 

tespit etmiĢlerdir. Katı ve ark. (2016b) Bacillus thuringiensis ile yaptıkları çalıĢmada 

izole ettikleri proteaz enziminin aktivitesinin MnCl2 varlığında arttığını 

bildirmiĢlerdir. 

 

Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enzimi üzerine 

organik çözücülerin etkisi incelendiğinde hekzan varlığında aktivitenin % 80 

oranında arttığı; aseton, etanol, izopropanol, etilasetat, butan-1-ol varlığında ise 

yaklaĢık  % 40-% 60 oranında azaldığı görülmüĢtür. Diğer araĢtırmalara bakıldığında 

Tolan (2015) Bacillus sp. MT01 ile yaptığı çalıĢmasında aseton varlığında enzim 

aktivitesinin % 47 oranında arttığını; 2-propanol, benzen, etanol, DMSO, toluen 

varlığında ise % 10 ile % 20 arasında aktivite kaybı olduğunu bulmuĢtur. ĠĢmarcı 

(2014) Bacillus megaterium'dan izole ettiği proteaz enzimi üzerine organik 
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çözücülerin etkisini incelediğinde DMSO, 2-propanol, toluen ve metanolun aktiviteyi 

artırdığını, etanolun herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığını, aseton ve asetonitrilin 

aktiviteyi düĢürdüğünü tespit etmiĢtir. Yavuz (2013) Saccharomyces cerevisia'dan 

elde ettiği proteaz enziminin aktivitesinin gliserol, asetonitril ve metanol varlığında 

azaldığını; aseton, toluen, kloroform ve benzen varlığında ise aktivitenin % 65 

oranında korunduğunu bildirmiĢtir. Reddy ve ark. (2008) Bacillus sp. RKY3 

bakterisinden elde ettikleri proteazın aktivitesinin aseton ve bütanol varlığında 

azaldığını belirtmiĢlerdir. Ghorbel ve ark. (2003) balık endüstrisinin atık suyundan 

izole ettikleri Bacillus cereus'tan elde edilen proteazın aktivitesinin metanol, DMSO 

ve asetonitril varlığında % 95 oranında korunduğunu belirtmiĢlerdir. Katı ve ark. 

(2016b) yapraktan izole ettikleri Bacillus thuringiensis'ten elde ettikleri proteaz 

enziminin aktivitesinin hekzan varlığında arttığını görmüĢlerdir.  

 

Bu çalıĢmada Bacillus megaterium T50 izolatından elde edilen proteaz 

enziminin molekül ağırlığı yapılan SDS-PAGE çalıĢmaları sonucu yaklaĢık 20, 80 ve 

225 kDa olarak bulunmuĢtur. ÇeĢitli araĢtırmacıların yaptığı çalıĢmalar farklı 

molekül ağırlığına sahip Bacillus proteazları olduğunu göstermiĢtir. Kumar ve ark. 

(2012) süs bitkisi fidanlığından izole ettikleri Bacillus subtilis EAG-2'den 

saflaĢtırdıkları proteazın molekül ağırlığını 27 kDa, Moradian ve ark. (2009) 

topraktan izole ettikleri Bacillus sp. HR-08 bakterisinden saflaĢtırdıkları alkalin 

proteazın molekül ağırlığını 29 kDa, Tanskul ve ark. (2013) Bacillus subtilis 

izolatından üretilen serin alkalin proteazın molekül ağırlığını 30 kDa olarak 

bulmuĢlardır. Yossan ve ark. (2006) Bacillus megaterium'dan izole ettikleri alkalen 

proteazın molekül ağırlığını 30 kDa olarak buldukları bildirmiĢlerdir. Frikha ve ark. 

(2005) Bacillus cereus BG-1 ile yaptıkları çalıĢmada 34 kDa'luk proteaz enzimi 

saflaĢtırdıklarını bildirmiĢlerdir. Venugopal ve Saramma (2005) Bacillus circulans 

BM15 izolatından izole ettikleri proteazın, Beq ve ark. (2003) ise Bacillus 

mojavensis'ten izole ettikleri proteazın molekül ağırlığını 30 kDa olarak 

bulmuĢlardır. Seifzadeh ve ark. (2008) Bacillus sp.'den izole ettikleri proteazın 

molekül ağırlığını 47 kDa, Yang ve ark. (2000) Bacillus subtilis'ten izole ettiklerini 

metalloproteazın molekül ağırlığının 44 kDa olduğunu belirtmiĢlerdir. Asker ve ark. 

(2013) Bacillus megaterium ile yaptıkları çalıĢmada iki farklı termostabil proteaz 

enzimi saflaĢtırmıĢ ve molekül ağırlıklarını sırasıyla 28 ve 25 kDa olarak 
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bulmuĢlardır. Mala ve arkadaĢları (2008) yaptıkları çalıĢmada, topraktan izole edilen 

Bacillus türlerinden alkalin proteaz saflaĢtırmıĢlar ve kazein zimografi ve SDS-

PAGE ile kısmen saflaĢtırılmıĢ enzimin moleküler kütlesi sırasıyla yaklaĢık 66 kDa 

ve 18 kDa olarak iki bant gözlenmiĢtir. Sarnaik ve ark. (2006) Bacillus cerus MCM 

B-326’dan elde edilen proteazın 36 ve 45 kDa olmak üzere 2 farklı bant meydana 

getirdiğini bildirmiĢtir.  

 

Bu tezde Bacillus megaterium T50 izolatından izole edilen proteaz enziminin 

karakterizasyonu yapılmıĢtır. Proteaz enzim aktivitesi için yağsız süt tozu besiyeri 

kullanılmıĢ ve en yüksek aktivite 72. saatte gözlenmiĢtir. ÇalıĢma sonucunda izole 

edilen proteaz enziminin maksimum aktivite gösterdiği pH değeri 8 olarak 

bulunmuĢtur. Sıcaklık çalıĢması sonucunda enzimin 10-40 ºC arasında aktivite 

gösterdiği ancak maksimum aktivitenin 30 ºC'de olduğu bulunmuĢ ve 40  ºC'den 

yüksek sıcaklıklarda aktivitenin azaldığı gözlenmiĢtir. pH ve sıcaklık stabilite 

çalıĢmaları için 30 ºC sıcaklık ve pH 8'de yapılan deneyler sonucu enzim 

aktivitesinin 2-4 saat arası stabil kaldığı gözlenmiĢtir. Ortamda MnCl2 varlığında 20 

dk ön inkübasyon sonucu enzim aktivitesinin % 60, NH4Cl varlığında % 4 ve CaCl2 

varlığında ise yaklaĢık % 14 arttığı görülmüĢtür. 1 saat ön inkübasyon sonucu 

aktivitenin ortamda MnCl2 varlığında  yaklaĢık % 18, CaCl2 varlığında % 8, NH4Cl 

varlığında % 3, MgCl2 varlığında % 9 arttığı gözlenmiĢtir.  Organik çözücülerden 

hekzan ortama eklendiğinde aktivite yaklaĢık % 80 artmaktadır. % 80 yoğunlukta 

yapılan amonyum sülfat çöktürmesinde enzim aktivitesinin yüksek olduğu ve yapılan 

SDS-PAGE çalıĢmaları sonucu yaklaĢık 20, 80 ve 225 kDa büyüklüklerinde 3 farklı 

proteaz bandı  bulunmuĢtur. 
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