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ÖZET 

 

BORLU TOPRAKTAN PROTEAZ ÜRETEN TÜRLERĠN ĠZOLASYONU VE 

MOLEKÜLER KARAKTERĠZASYONU 

 

ÇOġKUN, Tayfun  

Kırıkkale Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı Yüksek Lisans Tezi 

DanıĢman: Prof. Dr. Aysun ERGENE 

Ekim, 2016, 117 sayfa 

 

 

Bu tez çalıĢmasının amacı, Balıkesir ilinin Bigadiç ilçesinde bulunan bor 

madeninin atık havuz alanından ve bor kalıntılarının bırakıldığı noktadan alınan 

toprak örneklerinden izole edilen bakterilerin spesifik özelliklerini, optimal üreme ve 

proteaz üretme koĢullarını belirlemektir. Bu amaçla bakterilerinin proteaz enzimini 

artırmak için farklı besi ortamları denenmiĢ, karbon kaynakları, pH ve sıcaklık 

değerleri gibi önemli etmenler değiĢtirilerek test edilmiĢtir.  Elde edilen bakterilerin 

gen dizilimleri incelenmiĢ ve 16S rDNA sekans analizi kullanılarak bu bakterilerin 

moleküler karakterizasyonları gerçekleĢtirilmiĢtir. pH, sıcaklık ve inkübasyon 

süresiyle ilgili yapılmıĢ olan çalıĢmalarla da TK2 izolatının pH 12.0 25 °C sıcaklıkta 

ve 48. saatte 90.648 U/ g/mL ile en yüksek aktiviteye TK3 izolatı ise pH 7.0, 25 °C 

sıcaklıkta 48. saatte 93.347 U/ g/mL ile en yüksek proteaz aktivitesi gösterdiği 

saptanmıĢtır. TK2 ve TK3 izolatları ile yapılan moleküler karakterizasyon 

çalıĢmaları sonucunda TK2 suĢunun Bacillus toyonensis strain BCT-7112 türüne % 

100‟ e yakın oranda homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir. TK3 suĢu ise Bacillus cereus 

ATCC 14579 türüne % 100‟ e yakın oranda homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Proteaz, 16S rDNA, Bor, Bakteri Ġzalosyonu, Moleküler 

Karakterizasyon
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ABSTRACT 

 

ISOLATION OF PROTEASE PRODUCING SPECIES FROM BORON SOIL AND 

MOLECULAR CHARACTERIZATION 

 

ÇOġKUN, Tayfun  

Kırıkkale University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology, M.Sc. Thesis 

Supervisor: Prof. Dr. Aysun ERGENE 

October 2016, 117 pages 

 

 

The aim of this study, to determine optimal growth, protease production conditions 

and specific characteristics of the bacteria isolated from boron residue and boron in 

the district waste pool area at Balikesir province Bigadic. For this purpose different 

media tested to improve the protease enzyme, carbon sources, pH and temperature 

values. Molecular characterization of these bacteria were examined using the 

obtained gene sequences of bacteria and 16S rDNA sequence analysis was 

performed.  The highest protease activity found 90.648 U/g/mL to pH 12.0 at 25 ° C 

and 48 hours of TK2 isolates and 93.347 U/g/mL pH 7.0, at 25 ° C and 48 hours of 

TK3 isolates. TK2 strain show that 100% homology to Bacillus toyonensis strain 

BCT-7112 and TK3 strain show that 100% homology to Bacillus cereus ATCC 

14579. 

 

 

Keywords: Protease, 16S rDNA, Boron, Bacterial Isolation, Molecular 

Characterization  
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1.  GĠRĠġ 

 

1.1. Enzimler 

 

Enzimler protein yapılı olup canlıların vücut metabolizmasında gerçekleĢen bütün 

kimyasal reaksiyonları düzenleyen katalizörlerdir. Enzimler peptid bağıyla 

bağlanmıĢ olan aminoasitlerden oluĢmuĢlardır (Mahmoud et al. , 2005). 

Tamamı proteinden oluĢmuĢ enzimler olduğu kadar bir kısmı protein ve protein 

yapıda olmayan kofaktör veya koenzim olan enzimler de vardır. Bu grup enzimlere 

apoenzim denir. Kofaktör kısmı bazı metal iyonlarından (demir, çinko, kalsiyum vb.) 

oluĢur. Koenzim ise NAD
+
 (nikotinamid adenin dinükleotit ) ya da NADP

+ 

(nikotinamid adenin dinükleotit fosfat ) gibi organik yapılı moleküllerden meydana 

gelir. Apoenzim koenzim ya da kofaktör olmadan iĢlem yapamaz, ancak birlikte 

olurlarsa enzim faaliyetlerini uygulayabilirler. Eğer apoenzim kofaktör veya 

koenzimle birleĢmiĢ halde aktiflik gösteriyorlarsa bunlara holoenzim denir (Tortora, 

2009). 

 

 

1.1.1. Enzimlerin Sınıflandırılması 

 

Enzimlerin tanımlanması ve gruplandırılması Uluslararası Biyokimya Birliği Enzim 

Komisyonu (EC-IUB) tarafından enzimin katalizleme yaptığı reaksiyona göre 

düzenli bir numara ve adlandırma sistemi geliĢtirmiĢtir (Boyce and Tipton, 2005). 

Enzimler aĢağıdaki Çizelge 1.1. Enzimlerin Reaksiyonlarına Göre Sınıflandırılması‟ 

nda olduğu gibi katalizledikleri reaksiyon tiplerine göre altıya ayrılır (Telefoncu ve 

Pazarlıoğlu 2010). 
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Çizelge 1.1. Enzimlerin Reaksiyonlarına Göre Sınıflandırılması 

 

Katalitik Reaksiyon Grubunun Adı 

Oksidasyon-Redoks Oksidoredüktazlar 

Fonksiyonel Grup Transferi Transferazlar 

Hidroliz Reaksiyonları Hidrolazlar 

Grup Ayırma Liyazlar 

ĠzomerleĢme Ġzomerazlar 

Sentezleme Reaksiyonları Ligazlar 

 

 

1.1.1.1. Oksidoredüktazlar 

 

Oksidasyon fonksiyonlarını ve redoks reaksiyonlarını gerçekleĢtiren enzimlerdir. 

 

 

1.1.1.2. Transferazlar 

 

Bir substratta bulunan fonksiyonel grubun diğer substrata aktarılması iĢlemini yapan 

enzimlerdir. 

 

 

1.1.1.3. Hidrolazlar 

 

Kimyasal yapıları birbirine bağlayan ester, peptid ve glikozid vb. gibi bağların 

hidrolizini gerçekleĢtiren enzimlerdir. Amilaz, proteaz,  lipaz ve fosfatazlar birer 

hidrolazdır. 
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1.1.1.4. Liyazlar 

 

Bir yapıda çift bağın oluĢmasında ve oluĢan çift bağa ek moleküllerin bağlanma 

reaksiyonlarını katalizlemekle görevli enzimlerdir. Karboksilazlar, dekarboksilazlar 

ve dehidratazlar bu sınıfın örnekleridir. 

 

 

1.1.1.5. Ġzomerazlar 

 

Moleküllerin düzenlenmesinde, moleküllerin geometrilerinde ve yapılarında 

değiĢimleri uygulayan enzimleridir. 

 

 

1.1.1.6. Ligazlar 

 

Moleküller arasında bulunan ATP‟ nin parçalanması sonucu ortaya çıkan enerji ile 

bağları oluĢturan enzimlerdir. 

 

Enzimlerin kullanıldığı alanlar günümüzde çok geniĢtir. Yapılan çalıĢmalarla üretilen 

enzimlerin daha ekonomik olması ve daha etkili olabilmesi sağlanmaya 

çalıĢılmaktadır. AĢağıdaki enzimlerin Çizelge 1.2.‟ de kullanıldıkları alanların 

oranları belirtilmiĢtir. 

 

Çizelge 1.2. Enzimlerin Kullanım Alanları ve Oranları 

 

Kullanılan 

Alanlar 

 Bulunma Oranları 

(%) 

Gıda 45 

Deterjan 34 

Tekstil 11 

Deri 3 

Kağıt 1 

Diğer Alanlar 6 
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1.1.2. Enzimlerin Kaynakları 

 

Enzimlerin kaynaklarını hayvanlar, bitkiler, mantarlar, algler ve mikroorganizmalar 

gibi bütün canlı grupları enzimlerin kaynağını oluĢtururlar (Sengupta, S. and 

Dasgupta, M., 2006). 

Hayvanlardan üretilen enzimler genellikle domuzların ve geviĢ getirenlerin 

midesinden, karaciğer ve pankreas gibi organlarından elde edilir (Kaul-Hatti, 2004; 

Bulut, 2007). Bitkilerin ise dokularından ve özellikle özsu kısımlarından üretilen 

enzimler kullanılmaktadır. En geniĢ kullanılan enzim kaynağı mikrobiyal 

kaynaklardan elde edilir. Çünkü mikrobiyal kaynaklardan elde edilen enzimler diğer 

enzim kaynaklarından hem daha hızlı üreme hem daha fazla miktarlarda hem de 

ekonomi açısından daha avantajlıdır. Ayrıca yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki 

mikrobiyal kaynaklı enzimlerin diğer enzim elde edilen kaynaklara göre daha yüksek 

aktivite değerlerine ulaĢtığı belirlenmiĢtir (Kaul-Hatti, 2004). En fazla üretilen ve 

kullanılan mikrobiyal kaynaklı enzimler arasında proteaz, lipaz, glikoamilaz, 

glikoizomeraz ve α-amilaz gösterilebilir. Dünyada endüstriyel olarak uygulanan en 

önemli enzim sınıfı % 60 civarında kullanılan proteolitik enzim grubudur. Ġkici 

olarak % 28 pay ile karbohidratazlar, %3 oranla lipazlar ve %9 ile diğer enzimler 

kullanılmaktadır (Wiseman, 1987). 

 

 

1.2. Proteazlar 

 

Diğer adları proteolitik enzimler olan proteazlar proteinlerin yapıtaĢı olan 

aminoasitleri birbirine bağlayan peptit bağlarının parçalanmasında görevli enzim 

grubudur. Bütün canlı organizmalarının genlerinin genellikle % 2‟si proteazlar 

tarafından kodlanır ve canlıların yaĢamlarını devam ettirmelerinde önemli role 

sahiptirler (Southan, 2001). 

 

Proteazlar proteinleri parçalayarak hücre içine alınabilecek kadar küçük moleküllerin 

oluĢmasını sağlarlar (Salleh et al. 2006; Keha, E. E., Küfrevioğlu, Ö. Ġ., 2009). 
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Genel olarak proteazlar yiyeceklerde bulunan proteinlerin parçalanarak sindiriminde, 

hücre içinde bulunan proteinlerin geri dönüĢümünün sağlanmasında, kanın 

pıhtılaĢması olayında, vücut savunması için gerekli olan antijenlerin oluĢturulmasın 

da ve birçok çeĢitli proteinin aktifleĢtirilmesi gibi biyolojik iĢlemlerde önemli 

görevleri üstlenir (Polaina J., MacCabe A. P., 2007,). 

 

Proteaz terimi „IUBMB‟ (Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği) 

tarafından enzimlerin isimlendirilmesi oluĢturulmuĢ olan 6 sınıftan oluĢan EC 

(Enzim Kod Numarası) sistemine göre EC 3 (HĠDROLAZLAR) sınıfında ve 

proteinlerdeki peptid bağlarını parçaladıkları içinde EC 3.4 (PROTEAZLAR) alt 

sınıfında belirtilmiĢtir (Mahler, R.H., H., Cordes, 1966) (Tekin, 2008). Fakat 

proteazlar diğer enzimler gibi sınıflandırılamamaktadır. Bunun nedeni de etki 

mekanizmalarının diğer enzim gruplarına göre çok geniĢ olması ve yapılarının çok 

çeĢitlilik göstermesidir. Bu yüzden proteazlar üç ana etmene göre göre 

sınıflandırmaya tabi tutulmuĢtur. Bunlar;  

 

Katalizledikleri bölgelerin kimyasal yapıları, 

Katalizleme yaptıkları farklı reaksiyon tiplerine ve 

Proteazların yapılarının geçmiĢ bilgilerle iliĢkisine göredir (Tekin, 2008).  

 

 

1.2.1. Proteazların Sınıflandırılması 

 

Proteazlar oluĢtukları kaynaklara göre, gösterdikleri katalitik aktifliklerine göre ve 

aktifliği sağlayan aktif bölgelere göre üçe ayrılır. Kaynaklarına göre bakıldığında 

hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynaklı proteazlar olarak üçe ayrılır. Katalitik 

aktifliğine göre de endo - ekzoproteazlar diye ikiye ayrılır. Ekzoproteazlar da kendi 

içinde amino - karboksipeptidaz Ģeklinde ikiye ayrılır. Endoproteazlar ise serin, 

sistein, aspartik, metallo ve katalitik mekanizma sistemi bilinmeyenler Ģeklinde kendi 

içinde beĢe ayrılır (Chaplin et al, 1990.Rao et al, 1998, Tanksale, 2001). 
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1.2.1.1. Kaynaklarına Göre Proteazlar 

 

Proteazlar kaynaklarına göre 3‟e ayrılır: 

1- Hayvansal Proteazlar 

2- Bitkisel Proteazlar 

3- Mikrobiyal Proteazlar 

 

 

1.2.1.1.1. Hayvansal Proteazlar 

 

Hayvansal proteaz sınıfı enzimlerin öğrenildiği ilk günden bugüne kadar 

bilinmektedir. Ġlk bilinen hayvansal proteazlar ise proteinleri parçalama özellikleri 

tespit edilen pepsin ve pankreas proteazlarıdır. Bugün ise en çok bilinen hayvansal 

proteazlar; pepsin, renin, kimotripsin ve pankreatik tripsin‟dir. Hayvansal kaynaklı 

proteazlar genel olarak protein hidrolizatlarının üretiminde, et ve balık türevlerinin 

atıklarının temizlenmesinde, deri sanayisinde, gıda endüstrisinde ve tıp alanında 

kullanıldıkları görülmektedir (Rao et al, 1998). 

 

Pepsin, gıdalarda bulunan proteinlerin peptit bağlarını parçalayarak sindirilmesini 

sağlayan ve canlıların midelerindeki hücreler tarafından sentezlenen bir proteaz 

çeĢididir. (https://tr.wikipedia.org/wiki/Pepsin, 2016) 

 

Tripsin, canlıların ince bağırsağında proteinleri parçalayan ve pankreastan salgılanan 

bir proteaz enzimidir. Bazı tıp uygulamalarında ve bakteri ortamlarının 

oluĢturulmasında kullanılır. 

 

Kimotripsin, genelde pankreatik ekstraktlarda bulunur ve proteoliz olayında 

görevlidir. Ayrıca kimotripsin bir serin proteazdır. Peptit bağlarını karboksil 

gruplarından hidroliz eder. Pahalı bir enzim grubu olduğu için sadece sütlerdeki 

proteinlerin hidrolizatlarının parçalanmasında kullanılır (Rao et al, 1998). 

 

Renin, bütün memelilerin midesinde doğal olarak üretilen, görevi anne sütünün 

sindirilmesi ve sütün pıhtılaĢtırılması olan proteaz enzim grubudur. Renin enzimi için 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Pepsin,%202016
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en bilinen kaynak olarak yeni doğmuĢ ve sütle beslenmiĢ olan bir buzağının 

midesinde bulunan Ģirden bölümüdür (Fankhauser, 2007). Süt üretiminde genelde 

kazeinin çöktürülmesi iĢlevinde ve lor peynirinin üretim aĢamasında kullanılır (Rao 

et al, 1998). 

 

 

1.2.1.1.2.  Bitkisel Proteazlar 

 

Bir bitkinin proteaz kaynağı olarak kullanılabilmesi için yetiĢtiği toprağın enzim 

üretimi için uygunluğu ve bitkinin yetiĢtiği iklim koĢulları gibi etmenler önem 

kazanır. Bu proteazlar aktif merkezlerinde bulunan sülfidril grupları ile diğer 

enzimlerden ayırt edilir. Bitkisel kaynaklı proteazların aktivitesinden bu sülfidril 

grupları görevlidir (Uhlig, 1998).  

 

Genellikle bu proteazlar tropikal bitkilerden elde edilir. En bilinen bitki kaynakları 

ise; Papaya (Carica papaya), enginar (Cynera cardunculus), ananas (Anana sativa), 

soya fasulyesi (Soya hispidus) (Ward, 1985).  

 

Bitkisel kaynaklı proteazların en iyi bilinenleri ise papain, bromelain, keratinaz ve 

fisin‟dir (Rao et al, 1998).  

 

Bitkisel kaynaklı enzimler gıda endüstrisinde birçok uygulamada kullanılmaktadır. 

Günümüzde FSIS (Food Safety and Inspection Service)  tarafından onaylanan ve 

GRAS (Generally Recognized as Safe) ‟a göre uygunluğu kabul edilen hücre dıĢı 

kaynaklı beĢ enzim bulunmaktadır ve bu enzimlerin tamamına yakını bitkisel 

kaynaklıdır (Katsaros et al, 2010; Zhao et al, 2012).   

 

Aktinidin ve zingibain enzimleri de Ģuan da üzerinde çalıĢma yapılan diğer bitkisel 

enzimlerdir. Papain papaya bitkisinin lateks kısmından,  fisin incir meyvesinden, 

aktinidin enzimi kividen, zingibain zencefilin rizom kısmından,  bromelain enzimi de 

ananas ve ananasın kökünden elde edilir (Ha et al, 2012; Katsaros et al, 2009; Zare et 

al, 2013). 

 



8 

 

1.2.1.1.2.1. Papain 

 

En iyi bilinen ve uzun zamandır kullanılan bitkisel kaynaklı proteazdır. Ana vatanı 

olarak Hindistan, Güney Meksika, Orta Amerika ve Afrika‟nın bazı ülkeleri kabul 

edilir. (https://tr.wikipedia.org/wiki/Papaya,2016) Papain enzimi genel olarak pH 5.0 

- 9.0 aralığında aktivite gösterir ve 80-90 °C‟a kadar kararlılık gösterir.1879 yılında 

ilk olarak tespit edilmiĢ ve izole edilerek kültür iĢlemleri yapılmaya baĢlamıĢtır  

(Drenth et al, 1968),  (Kamphuis et al. 1984), (Rao et al, 1998). 

 

 

1.2.1.1.2.2.  Bromelain 

 

Bu enzim ananas ağacının kendisinden, öz suyundan ve kökünden elde edilen bir 

proteaz‟dır. Bromelain enzimi sistein proteazı olarak ayırt edilmiĢtir. Bu enzimin 

görevleri arasında mide asidine yardım etmek, hazımı kolaylaĢtırmak ve 

bağırsaklarda uygun ortamın sağlanmasında olumlu etkiler oluĢturmak yer alır. En 

iyi aktiviteyi pH 5.0 – 9.0 aralığında göstermektedir. Sıcaklık kararlılığı papainden 

daha düĢüktür. Sıcaklık 70 °C‟a ulaĢtığında bromelain enzimi inaktif olur. Bromelain 

enziminin en büyük üreticisi Great Food Biochem. (Bangkok, Thailand)‟tir  (Rao et 

al, 1998). 

 

 

1.2.1.1.2.3.  Keratinaz 

 

Atık su kanallarının temizlenme iĢleminde, yapısı keratin olan kıl, tüy vb. maddelerin 

uzaklaĢtırılmasında ve temel aminoasitlerin üretiminde görev alır (Rao et al, 1998). 

 

 

1.2.1.1.2.4.  Fisin 

 

Ġncir meyvesinden elde edilir. Diğer bitkisel kaynaklı enzimlerle karĢılaĢtırıldığında 

daha fazla proteaz aktivitesine sahiptir (Uhlig, 1998).Ancak enzimin eldesinde 

uygulanan kurutma iĢlemi proteaz aktivitesinin büyük bölümünün kaybedilmesine 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Papaya
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neden olur. Fisin enziminin genellikle etkili olduğu bağlar yükü olmayan ve aromatik 

aminoasitler içerenleridir. Fisin enzimi aktivite gösterdiği pH aralığı genellikle 4.0 -

9.5 arasındadır. En iyi aktif olduğu pH ise 6.5‟ tur. 

 

 

1.2.1.1.3.   Mikrobiyal  Proteazlar  

 

Dünya da en fazla kullanılan proteaz kaynağı mikrobiyal (bakteri, fungus ve virüs)  

kaynaklı proteazlardır. Bunun temel nedeni de dünyada enzim endüstrisinin  

hammadde ihtiyacını  bitkisel ve hayvansal kaynaklar tarafından karĢılayamaması, 

kaynaklardan izolasyon sırasında sorunlarla karĢılaĢılması, diğer kaynaklara göre 

mikrobiyal kaynaklı proteazların daha saf olarak elde edilmesi, üretim için gerekli 

kültür ortamının daha kolay sağlanabilmesi ve mikrobiyal proteazların genetik 

çalıĢmalarla aktivitelerinin artırılabilmesi gibi nedenler mikrobiyal  proteazların daha 

fazla kullanılmasında tercih edilmelerinin sebebidir (Rao et al, 1998, Mathew, 1999, 

Kıran ve ark. 2006). Bu gibi nedenlerle dünyada enzim pazarının  % 40‟ nı 

mikrobiyal kaynaklı proteazlar oluĢturur (Rao et al, 1998,  Sarı, 2011). 

 

Mikrobiyal proteazların sınıflandırılması enzimlerin aktif merkezleri, etki sistemleri 

ve substratlarına (jelatinaz, keratinaz, kazeinaz vb.) göre sınıflandırılır (Sevinç,  

2010). 

 

 

1.2.1.1.3.1.  Bakteriyal Proteazlar 

 

Ticari olarak bakteriyal kaynaklı mikrobiyal proteazların çok azı kullanım için 

uygundur. Bu proteazların üretimi için en fazla Bacillus cinsi türleri kullanılmaktadır. 

Bacillus cinsi bakteriler genel olarak nötral ve alkalen proteaz üretiminde 

üretilmektedir. 

 

Bakteriyal proteazların en iyi aktif olduğu değerler pH 5.0 – 8.0 aralığı ve düĢük 

sıcaklıklardır. Uygulama yapılan ürüne bakılarak diğer proteaz kaynaklarına göre 
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daha az acı tat bırakmasından dolayı nötral proteazlar gıda endüstrisinde daha fazla 

kullanılmaktadır (Tekin, 2008). Bacillus cinsi bakterilerde serin alkalen proteaz 

üretilir ve bu yüzden alkali özellik gösterir (Sevinç,  2010) . Alkalen proteaz 

üretiminde kullanılan bazı Bacillus türleri aĢağıdaki Çizelge 1.3.‟ de verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 1.3. Alkalen Proteaz Üretilen Bazı Bacillus Türleri (Kumar C. G., Takagi  

                    H., 1999). 

 

Bacillus spp. ve suĢları 

Bacillus alcalophilus ATCC 21522 

B. alcalophilus 

B.alcalophilus subsp. halodurans KP1239 

B. amyloliquefaciens 

B.circulans 

B.coagulans 

B.firmus 

B.intermedius 

B. lentus 

B. licheniformis 

B. proteolitycus 

B. pumilus 

B. sphaericus 

B. subtilis 

B. subtilis var. Amylosacchariticus 

B. thrungiensis 

Bacillus sp. Ya-B 

Bacillus sp. NKS-21 

Bacillus sp. B21-2 

Bacillus sp. Y 

Bacillus sp. CW-1121 

Bacillus sp. KSM-K16 

Bacillus sp. MK5-6 

 

 

Bakteriyal kaynaklı proteaz üretiminde genellikle Bacillus cinsi daha fazla 

kullanılmakla birlikte Alcaligens facealis (Thangam and Ranjkumar, 2002), Proteus 

vulgaris (Brady et al, 1994), Pseudomonas aeroginosa (Bayoudh et al, 2000), 

Pseudomonas fluorescens (Kalaiarasi and Sunitha, 2009)‟ den de proteaz üretimi 

yapıldığı çalıĢmalarla kanıtlanmıĢtır. 
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Bakteriyal alkalen proteazlarda, alkalen proteazların belirlenmesinde kullanılan 

spesifik olan pH 10.0 da ve geniĢ substrat aralıklarında yüksek aktivite göstermeleri 

bakteriyal alkalen proteazların spesifikliğini tanımlar. Alkalen proteazların en uygun 

çalıĢma sıcaklığı 60 °C‟ tır (Deshpande et al, 1999, Rao et al, 1998). 

 

 

1.2.1.1.3.2.  Fungal Proteazlar  

 

Bakteriyal kaynaklara göre enzim üretimi daha çeĢitli olduğu görülür. Buna en iyi 

örnek Aspergillus oryzae verilebilir. A. oryzae asidik, nötral ve alkalen proteaz 

üretme yetenekleri vardır. Fungal proteazlar pH 4.0 – 11.0 gibi geniĢ aralıklarda aktif 

olurlar ve çok geniĢ substrat spesifiklikleri vardır. Fakat düĢük sıcaklıklara tolerans 

göstermeleri ve düĢük aktivitelerinden dolayı üretim endüstrilerinde çok fazla 

kullanılmaktadır. Fungal asidik proteazlar genellikle dar pH aralıklarında ve düĢük 

sıcaklık değerlerinde aktiflik gösterdiğinden dolayı çoğunlukla peynir endüstrisinde 

kullanılmaktadır. Fungal nötral proteazlar genellikle pH 7.0‟ de aktiflik gösterirler ve 

Ģelatlayıcı ajanlar (EDTA vb.) tarafından inhibe edilirler. Görevleri arasında peptid 

bağlarının hidrolizi, peptidaz özellikleri, gıda proteinlerinde acı tadın ortamdan 

uzaklaĢtırılması gibi görevler yer alır. Gıda proteinleriyle ilgili çalıĢmalarda da 

fungal alkalen proteazlar kullanılmaktadır. (Deshpande et al 1999, Rao et al, 1998) 

 

 

1.2.1.1.3.3.  Viral Proteazlar 

 

Viral kaynaklı proteazlar, virüs proteinlerinin iĢlenmesinde fonksiyonel 

görevlerinden dolayı oldukça önemlidirler. Genellikle virüslerin proteinlerinde 

replikasyon ve birleĢim olaylarını yönetmek ve düzenlemekle görevlidir (Babe, L.M. 

, Craik C.S., 1997). Özellikle günümüzde de büyük sorunlara yol açan hatta ölümlere 

neden olan AIDS ve Kanser gibi ciddi ölümcül olan hastalıklara neden olan 

virüslerin proteinleriyle ilgili yapılan çalıĢmalardan dolayı viral proteazlar büyük 

önem kazanmıĢtır. 
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Birçok virüsün içerisinde serin, aspartik ve sistein peptidazlar bulunduğu 

bilinmektedir. Viral proteazların önemini proteazların üç boyutlu yapıları ve sentetik 

inhibitör ajanlarla etkileĢime girmesi daha iyi açıklamaktadır (Babe, L.M. , Craik 

C.S., 1997, Rao et al, 1998, Deshpande et al, 1999). 

 

 

1.2.2.  Mikrobiyal Alkalen Proteazların Özellikleri 

 

Bugüne kadar yapılan mikroorganizmalarla ilgili çalıĢmalar ile mikrobiyal 

proteazların özellikleri ve enzimatik iĢlevleri gösterilmeye çalıĢılmıĢtır. 

 

 

1.2.3.  Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Optimum pH ve Sıcaklık 

 

pH olarak genellikle 9.0 – 11.0 aralıklarında en iyi aktiviteyi gösterir alkalen 

proteazlar. Farklı pH‟ larda çalıĢmakta olan enzimlerin de var olduğu bilinmektedir. 

pH 6.0 – 12.0 aralığında genelde kararlılık gösterirler ve izoelektrik noktaları 

yüksektir.  

 

ÇalıĢma sıcaklıkları ise 50 - 70 °C arasında değiĢmektedir. Bunların dıĢında daha 

yüksek sıcaklıklarda aktifliğini kaybetmeden çalıĢmaya devam eden alkalen 

proteazlar da bulunmaktadır. Örnek olarak, Bacillus sp.,  Streptomyces sp., Thermus 

sp.verilebilir. Bu türler oldukça yüksek sıcaklıklarda kararlılıklarını korumaktadırlar 

ve bulunduklara ortama her Ca²
+ 

ile sıcaklık kararlılıkları giderek artar (Kumar C. 

G., Takagi H., 1999).  

 

 

1.2.4.  Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Moleküler Ağırlık 

 

Molekül ağırlıkları çoğunlukla farklılıklar göstermektedir. Çoğu 15-30 kDa 

aralığındadırlar. Fakat yapılan çalıĢmalarda molekül ağırlıklarının 31.6 kDa 

(Freeman et al., 1993), 33 kDa (Larcher et al., 1996), 36 kDa (Tsujibo et al., 1990) 
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ve 45 kDa (Kwon et al., 1994) olabildiği gösterilmiĢtir. (Kumar C. G., Takagi H., 

1999). Yapılan bir çalıĢmada da Kurthia spiroforme’ den elde edilen bir proteolitik 

enzimin molekül ağırlığı 8 kDa olarak tespit edilmiĢtir (Steele et al, 1992). 

 

 

1.2.5.  Mikrobiyal Alkalen Proteazlarda Substrat Özgüllüğü 

 

Mikrobiyal alkalen proteazlar hem doğal proteinlere hem de sentetik olarak elde 

edilen proteinler üzerine etkilidir ancak bu etkilerin reaksiyon hızları birbirinden 

farklıdır. Örnek olarak alkalen proteazın kazeine karĢı gösterdiği aktiflik hemoglobin 

veya serum albümine göre daha fazladır (Tsai et al, 1988). 

 

 

1.2.6.  Mikrobiyal Alkalen Proteazların Üretim Safhası 

 

Endüstride kullanılmak istenen mikrobiyal kaynaklı enzimlerin elde etmek için ilk 

önce gerekli mikroorganizmayı doğal ortamından izole etmektir. Daha sonra izole 

edilmiĢ olan mikroorganizmalar agar plak yöntemlerine göre mikroorganizmanın 

protein parçalama yeteneklerini incelenir. Bu iĢlem esnasında besi ortamında 

enzimin aktivitesini düĢürebilecek etmenlerin ve ajanların olmaması gerekir. 

Mikroorganizmaların bu besi ortamlarında aktivitesini artırmak için substrat olarak 

kazein, hemoglobin, bovin serum albümin gibi proteinler eklenebilir (Sumantha et al, 

2006). 

 

 

1.2.7.  Mikrobiyal Alkalen Proteaz Beslenme 

 

Bir hücrenin büyüyebilmesi ve çoğalabilmesi için besine ve enerjiye ihtiyaç duyar. 

Mikroorganizmanın ihtiyaç duyduğu bu besin ve enerji alındığı kaynaklara göre 

gruplara ayrılır (Çizelge 1. 4.) (Waites et al, 2001). 
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Çizelge 1. 4. Mikroorganizmaların Besin Kaynakları 

 

FĠZYOLOJĠSĠ 

 

ENERJĠ 

 KAYNAĞI 

 

ELEKTRON  

KAYNAĞI 

 

KARBON 

KAYNAĞI 

Fotoototrof IĢık   

Kemoototrof Kimyasal Enerji   

Organotrof  Organik BileĢikler  

Litotrof  Ġnorganik BileĢikler  

Ototrof   CO2 

Heterotrof   
Organik 

BileĢikler 

Kemoorganotrof Organik BileĢikler Organik BileĢikler 
Organik 

BileĢikler 

Fotoorganotrof IĢık Organik BileĢikler 
Organik 

BileĢikler 

Fotolitotrof IĢık Ġnorganik Moleküller CO2 

Kemolitotrof  Ġnorganik Moleküller CO2 

 

 

Mikroorganizmalar besinlerini bazı kimyasal elementlerden de alabilmektedir. 

Hidrojen, oksijen, karbon ve azot olarak bilinen makronütrientler mikroorganizmanın 

bulunduğu besi ortamı içerisinde litreye göre gram olarak bulunmalıdır. 

Makronutrienlerin yanında fosfor ve kükürt ile proteinler, nükleik asitler, lipidler ve 

polisakkarit gibi temel polimerlerin bileĢenlerini oluĢtururlar (Waites et al, 2001). 
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Çizelge 1. 5. Bir Mikroorganizmanın BileĢenleri 

 

Su  % 70-80 

Protein  % 15-18 

Polisakkarit  % 1-3 

Lipid  % 1-2 

Nükleik Asitler  % 3-7 

 

 

1.2.7.1. Makronutrientler 

 

Endüstriyel fermantasyon iĢlemleri heterotrofik özellikli mikroorganizmalar ile 

uygulanır. Heterotrofik fermantasyonlar da enerji kaynağı olarak fermantasyonlarda 

önemli yere sahip olan karbonlar kullanılır. Bu nedenle fermantasyon iĢleminde 

karbona sürekli ihtiyaç gereksinimi vardır. Genellikle enerji ve karbon kaynağı 

olarak Ģeker kullanılır. 

 

Mikroorganizmalar diğer önemli olan makronütrientlerden oksijen ve hidrojen 

gereksinimlerini sudan ve organik bileĢiklerden elde ederler. Bir diğer makronütrient 

ise azotdur ve bir mikroorganizmanın yaklaĢık  %15‟ ni oluĢturur.  

 

Genel olarak proteinler ve nükleik asitlerin yapısında yer alırlar. Mikroorganizmanın 

bir besi ortamında yaklaĢık litrede 1-2 g azot kaynağına ihtiyaç duyar. Besi 

ortamlarında kullanılan azot kaynakları ise amonyum tuzları, amino asitler, nitrat ve 

üre kullanılmaktadır (Waites et al, 2001). 

 

 

1.2.7.2. Minor Elementler 

 

Minor elementlerden olan fosfor fermantasyon sürecine pH tamponu ile fosfat 

iyonları halinde ilave olurlar. Fosfor elementi karbon olaylarında gerekli ürünlerin, 

nükleik asitlerin, ATP VE NADP gibi bileĢiklerin oluĢumunda görevlidir. Diğer 

minor element kükürt ise içerisinde kükürte sahip olan sistein ve metiyonin gibi 
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amino asitler ve vitaminlerin bir kısmının üretiminde görevlidir. Kükürt 

fermantasyon iĢlemlerine kükürt tuzu ya da sülfat halinde dahil olur. 

 

Mikroorganizmanın daha az gereksinim duyduğu minor elementler kalsiyum, 

potasyum, demir, magnezyum‟dur. Potasyum elementi proteinlerin sentez 

iĢlemlerinde, demir elementi sitokromlar için ve magnezyum elementi de 

ribozomların denge seviyelerine ulaĢmasında görevi olan enzimler için özgül 

görevleri vardır (Waites et al, 2001). 

 

 

1.2.7.3. Ġz Elementler 

 

Besi ortamlarında mikroorganizma için çok çok az miktarda fakat kesin gerekli olan 

bakır, çinko, kobalt, molibden, mangan, nikel, selenyum gibi elementler iz 

elementidir. Her mikroorganizma farklı besinlere ihtiyaç gösterir. 

 

 

1.2.1.2.   Katalitik Aktifliklerine Göre Proteazlar 

 

 

1.2.1.2.1.  Ekzopeptidazlar 

 

Ekzopeptidazlar proteinlerdeki peptid bağlarının sonundaki bölgeleri etkiler. Amino 

grubu ve karboksil grubuna etki etmesine göre aminopeptidaz ve karboksipeptidaz 

olarak iki bölüme ayrılır. 
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ġekil 1.1. Ekzopeptidazlar da etki sistemi (Silverthorn, 2004). 

 

 

1.2.1.2.1.1. Aminopeptidazlar 

 

Aminopeptidazlar peptid zincirlerinde N (amino) ucunu etkiler. Bu enzimler 

katalizledikleri bir tek aminoasite, dipeptid zincire veya tripeptid zincire göre 

isimlendirilir ve aminopeptidaz, dipeptidil peptidaz ve tripeptidil peptidaz isimlerini 

alırlar. A.oryzae bakterisinin ürettiği aminopeptidaz hariç olmak üzere diğer bütün 

aminopeptidazlar hücre içinde üretilmektedir (Rao et al, 1998). 

 

 

           

ġekil 1.2. Aminopeptidazların sınıflandırılması ve etkileme yöntemleri (Tanksale, 

                 2001). 
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1.2.1.2.1.2.  Karboksipeptidazlar 

 

Bir polipeptid zinciri üzerinde bulunan C (karboksil) ucunu etkileyerek bu bölgede 

bulunan bir aminoasidi veya dipeptidin zincirden ayrıĢtırılmasında görevlidirler. 

Karboksipeptidazlar enzimde aktivite gösterdikleri bölgede bulunan amino aside 

göre kendi içinde serin karboksipeptidazlar, metallo karboksipeptidazlar ve sistein 

karboksipeptidazlar olmak üzere üçe ayrılır. 

 

Serin karboksipeptidazlara örnek olarak Penicillium sp. , Saccharomyces sp. ve 

Aspergillus sp. verilebilir. Metallo karboksipeptidazlara örnek olarak Saccharomyces 

sp. , ve Pseudomonas sp. vardır. Sistein karboksipeptidazlar ise aktivite gösterdiği 

bölgede sistein aminoasidi bulundurur (Rao et al, 1998). 

 

 

                

ġekil 1.3. Karboksipeptidazların gruplandırılması ve etkileme yöntemleri  

                (Tanksale,   2001). 

 

 

Ekzopeptidazlar arasında bazı etki mekanizmaları kesin olarak açıklanamayan bir alt 

sınıf belirtilmiĢtir. Omegapeptidaz ismi verilen bu gruba Uluslararası Biyokimya ve 

Molekuler Biyoloji Birliği Adlandırma Komitesi E.C 3.4.19 kodunu vererek alt sınıf 

olarak belirtmiĢtir. 

 
Omegapeptidazlar genellikle polipeptit zinciri üzerindeki N ve C uçlarında bulunan 

peptid bağlarını hidroliz etmesiyle karakterize olmuĢtur (Nduvimana et al., 1995). 
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1.2.1.2.2.  Endopeptidazlar  

 

Endopeptidazlar bir polipeptid zincirinde bulunan amino ve karboksil uçlarının uzak 

kısmında ve polipeptid zincirinin iç bölgelerine etki ederler (Nduvimana et al, 1995). 

Endopeptidazlar katalizleme sistemlerine göre 1960 yılında Hartley tarafından 

yapılan sınıflandırma ile aĢağıdaki gibi dört gruba ayrılır; 

 

 

Çizelge 1.6.  Endopeptidazların Sınıflandırılması (Hartley, 1960) 

 

Serin        Proteazlar   (E.C. 3.4.21) 

Sistein      Proteazlar   (E.C. 3.4.22) 

Aspartat   Proteazlar    (E.C. 3.4.23) 

Metallo    Proteazlar    (E.C. 3.4.24) 

 

 

Ayrıca yapılan çalıĢmalar sonucunda katalizleme yöntemi bilinmeyen ayrı bir grup 

belirlenmiĢtir. Bu grubun ismi de Katalitik Mekanizması Bilinmeyen 

Endopeptidazlar olarak belirlenmiĢtir (Rao et al, 1998, Sevinç, 2010). 

 

 

        
 

ġekil 1.4. Endopeptidazların etki etme yöntemleri (Silverthorn, 2004). 



20 

 

1.2.1.2.2.1.  Serin Proteazlar  

 

Bu proteazlar bulundukları yerdeki aktiflik gösterdikleri bölgelerde serin grubunun 

varlığı ile karakterize edilirler. Burada serin grubu substrat kısım ile kovalent bağla 

birleĢen kısımdır (Nduvimana et al, 1995). 

 

Bu proteaz grubu pH olarak 7.0 – 11.0 aralığında değer istemesinden nötr ve alkali 

pH‟ larda aktiflik göstermesine rağmen özellikle Bacillus sp. bakterilerinden elde 

edilen serin proteazlarda ise uygun pH olarak 10-12.5 olduğu görülmektedir 

(Shimogaki et al, 1991). 

 

Genellikle geniĢ substrat sınırlarına sahip olan serin proteazların molekül ağırlıkları 

genellikle 18-35 kDa arasındadır. Fakat Bacillus sp. bakterisiyle yapılan çalıĢmalarda 

90 kDa molekül ağılığı hesaplanmıĢtır(Kato et al, 1992, Walsh, 2002). Ayrıca 

Blakeslea trispora‟ dan elde edilen serin proteazların molekül ağırlıkları ise 126 kDa 

olarak tespit edilmiĢtir (Rao  et al, 1998). 

 

Serin proteazlar için DFP (diizopropilflorofosfat), TLCK (tosil-L-lizinkloro metil 

keton) 3,4-DCI (3,4-dikloroizokumarin)  ve PMSF (fenilmetilsulfonilflorid) en iyi 

bilinen inhibitör ajanlarıdır. Aktiflik gösterdikleri bölgede hidrojen bağı ile 

bağlanmıĢ aspartik asit (Asp), serin (Ser) ve histidin‟den(His) oluĢan yapıları 

mevcuttur. Bu üçlü yapılar ile karakterize edilirler. En iyi bilinen serin proteaz 

çeĢitleri ise lipaz, tripsin, kimotripsin, triptaz, elastaz, trombin ve fosfolipazdır (Rao 

et al, 1998). Serin proteazlar iki önemli gruba ayrılır. Bunlar, serin alkalen proteazlar 

ve subtilisinler‟ dir. 

 

 

1.2.1.2.2.1.1.  Serin Alkalen Proteazlar 

 

Bu proteazları çok sayıda bakteri, fungus ve maya üretir. En iyi aktifliği pH 10.0‟ da 

gösterirler. pH 9.0 izoelektrik noktasına sahiptirler. Serin alkalen proteazlar bazı 

Bacillus sp., S.cerevisiae, Conidobolus spp., Aspergillus spp. ve Neurospora spp. 

türleri aracılığıyla üretilmektedir (Rao et al, 1998). 
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1.2.1.2.2.1.2.  Subtilisinler  

 

Serin proteazların ikinci grubudur. Carlsberg subtilisin ve Novo subtilisin olarak ayrı 

ayrı iki farklı çeĢit tespit edilmiĢtir. Linderstrom, Lang ve Ottesen 1947‟ de subtilisin 

Carlsbergi, Bacillus licheniformis türünden üretmiĢlerdir. Subtilisin Novo ise 

Bacillus amyloliquefaciens türünden üretilmektedir. Özellikle subtilisin Carlsberg 

deterjan sanayisinde çok yoğun Ģekilde kullanılmaktadır. Ortak olarak iki subtilisin 

çeĢidi de sıcaklık değeri 60 °C ve pH olarak da 10.0 değerinde en iyi aktiviteyi 

gösterir (Rao et al, 1998). 

 

 

1.2.1.2.2.2.  Sistein(Tiol) Proteazlar 

 

Tiol proteazlar olarak da bilinirler. Bütün prokaryotik ve ökaryotik canlılarda 

bulunurlar. Bu proteazların aktif oldukları bölgede bulunan sistein, histidin, aspartik 

asitten oluĢan bir üçlü yapı bulunur. Bu yapı ile karakterize olurlar. Sistein proteazlar 

hidrosiyanik asit (HCN) ve sistein varlığında aktif olurlar. Sistein proteazın en iyi 

bilineni papain‟ dir. Genel olarak nötral pH „ larda en iyi aktiviteyi gösterirler 

(Deshpande et al, 1998, Genckal, 2004). 

 

 

1.2.1.2.2.3.  Aspartik Proteazlar 

 

Asidik proteazlar olarak adlandırılırlar. Aktivitelerini aspartik asit üzerine etki 

gösteren proteazlardır. Pepsin, retropepsin ve pararetrovirüslere ait enzimler ile üç 

ana grupta toplanmıĢlardır. Aspartik proteazların birçoğu optimal aktiviteyi pH 3.0- 

4.0 gibi minimal değerlere göre değiĢiklik gösterir. Aspartik proteazların molekül 

ağırlıkları da 30 – 45 kDa arasındadır. Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve 

Neurospora’ nın ürettikleri pepsin gibi olan enzimler ve Endothia ve Mucor spp.‟ nin 

ürettiği renin gibi olan enzimler olarak iki kısıma ayrılırlar (Deshpande et al, 1998). 

En bilinenleri pepsin, renin, katepsin D ve E‟ dir. 
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1.2.1.2.2.4.  Metallo Proteazlar 

 

Çinko, kobalt, manganez, bakır, nikel veya diğer metaller aracılığıyla katalizleme 

yapabilen endoproteazlardır (Metzler, 2001, Polaina J., MacCabe A. P., 2007). 

Tanımlanan yaklaĢık otuz kadar sınıfı bulunmaktadır. 

 

EDTA vb. gibi ajanlarla inhibe edilmektedirler. Kendi içerisinde nötral, alkali, 

myxobacter I ve II Ģeklinde dört bölüme ayrılır. Metallo proteazlardan en bilinenleri 

arasında hücre matrikslerinde bulunan serralysin, adamalysin ve hücre zarının 

yapısına katılan zar proteinleri olan ADAM (A Disintegrin And Metalloproteinase) 

proteinler yer alır (Edwards et al, 2008, Nduvimana et al, 1995; Rao et al, 1998). 

 

 

1.2.8.  Alkalen Proteaz Üretimi Ġçin Gerekli Etmenler 

 

Proteaz enzimini elde etmek için mikroorganizmalar için oluĢturulan besiyerlerinin 

karbon ve azot bakımından zengin olması gereklidir. Besi ortamlarında kullanılan 

karbonlar arasında niĢasta (Sinha and Satyanarayana, 1991, Ferrero et al, 1996), 

glikoz (Sinha, N. and Satyanarayana, T., 1991; Gessesse, A., and Gashe. B:A., 1997) 

ve laktoz (Sumantha et al, 2006) yapılan çalıĢmalar sonucunda enzim aktivitesini 

artırdığı belirlenmiĢtir. 

 

Yapılan çalıĢmalar ıĢığında 1981 yılında Long ve arkadaĢlarının çalıĢmalarının 

sonucu olarak daha kolay metabolize olabilen (glikoz vb.) karbon kaynaklarının 

proteaz enzimi üretiminde negatif bir etki ile enzim aktivitesini düĢürdüğü ortaya 

çıkarılmıĢtır. Diğer bir çalıĢmada ise Bacillus licheniformis S40 türüyle yapılan 

çalıĢma sonunda früktoz alkalen proteaz enziminin üretiminde en elveriĢli kaynak 

olarak belirlenmiĢtir (Sinha, N. and Satyanarayana, T., 1991). Besi ortamlarında 

bulunabilecek karbonhidrat miktarının yükselmesi üretilen enzimin azalmasına neden 

olduğu anlaĢılmaktadır (Sumantha et al, 2006).  

 

Organik olarak elde edilen azot kaynaklarının inorganik olarak elde edilen azot 

kaynaklarından alkalen proteaz üretiminde daha etkili olduğu belirlenmiĢtir 
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(Mathew, 1999). Yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki alkalen proteaz enziminin üretim 

aĢamalarında kullanılan yüksek inorganik azotlar üretimi baskıladığı belirlenmiĢtir 

(Heineken and O‟Conner, 1972; Long et al, 1981; Fujiwara and Yamamoto, 1987). 

Bacillus‟lar ile yapılan çalıĢmalarda da kullanılan izolösin ve prolinin proteaz enzim 

üretimine olumsuz etki yaptığı saptanmıĢtır (Sumantha et al, 2006). 

 

Kültür ortamında enzim üretiminde ortama aĢılanan mikroorganizma miktarının 

önemli olduğu belirtilmiĢtir (Mathew, 1999). Sinha and Satyanarayana (1991)‟ nın 

Bacillus liceniformis S40 türü ile yapmıĢ oldukları çalıĢmada % 2 oranında aĢılama 

yapmıĢlardır. Gaiju ve arkadaĢlarının 1996 yılında Bacillus coagulans bakterisi ile 

yaptıkları deneylerde bakteri aĢılamasının en uygun % 4 olarak belirlemiĢlerdir. 

Enzim üretimi için besi ortamının pH değeri üretimde önemli yere sahiptir (Mathew, 

1999). 

 

Bir enzimin kültür ortamı aracılığıyla üretilmesi ile ilgili yapılan çalıĢmalar da pH 

değerinin önemli bir etmen olduğu görülmüĢtür (Mathew, 1999). Diğer önemli bir 

etmen ise kültür ortamının sıcaklığıdır. Daha önce yapılan çalıĢmalarda her farklı 

bakterinin uygun sıcaklıkta daha iyi geliĢtiği ve ürediği belirlenmiĢtir. Sinha and 

Satyanarayana,  1991 yılında Bacillus liceniformis S40 ile yaptıkları alkalen proteaz 

enzim deneylerinde uygun sıcaklığın 35 °C olduğunu belirtmiĢlerdir. Chang 1988 

yılında yaptığı deneylerde Bacillus subtilis için 37 °C sıcaklığını kullanmıĢtır. 

Tusijibo 1990‟ da Nocordiopsis dassonvillei ile Cheong‟ un 1993‟ de Pseudomonas 

sp. SJ320 türleriyle yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda sıcaklığın 20-27 °C olduğunu 

göstermiĢlerdir. Misuzawa 1969‟ da Streptomyces rectus var. Proteolyticus’ un 

uygun sıcaklığı olarak 50 °C olarak belirlemiĢtir. 

 

 

1.2.9. Endüstride Proteazların Kullanıldığı Alanlar 

 

Günümüzde proteazlar dünya genelinde ki enzimlerin yaklaĢık % 60‟ nı oluĢturur ve 

bu da proteazların endüstride kullanılan enzimler arasında en önemli enzim grubu 

olduğu kanıtlar niteliktedir (Laxman et al, 2005). Proteazlar en geniĢ çalıĢma alanı 

olarak deterjan üretiminde, gıda ve besin sanayisinde, tekstil sanayisinde, deri 
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sanayisinde, ilaç endüstrisinde, kozmetik endüstrisinde, atık iĢleme sanayilerinde, 

bira yapımında, süt endüstrisinde, fotoğraf endüstrisinde ve tıp ta kullanılmaktadır 

(Gupta et al, 2002). 

 

Bu kullanım alanlarına bakıldığı zaman bakteriyel kaynaklı proteazların diğer 

proteaz kaynaklarından daha etkili olduğu belirlenmiĢtir (Banerjee et al, 1999). 

 

Alkalen proteazlar elde edilen kaynak olarak bakteri, maya, küf gibi mikrobiyal 

kaynaklar kullanılır (Singh, J. et al, 1999). Ancak biyoteknoloji de alkalen proteaz 

üretiminde en fazla kullanılan tür alkali Bacillus‟ tur. Bunun nedeni ise izole etmek 

hem çok kolay hem de izole edilen ortamının çok fazla olmasıdır. Özellikle Bacillus‟ 

lardan termofilik ve alkalifilik olanlarından elde edilen alkali proteazların hem 

yüksek sıcaklıklara hem de yüksek pH‟ lara dayanabilme yetenekleri çok yüksektir  

(Fogarty, W.M. and Kelly , 1979, Aunstrup, K., 1980, Johnvesly B.,  Naik, G.R , 

2001). 

 

 

 

ġekil 1.5.  Endüstride kullanılan proteazların oranları (Gupta ve ark, 2002). 
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1.2.9.1. Deterjan Endüstrisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Üretilen enzimler arasında deterjanlar için üretilen enzimler dünyada % 30‟u kapsar 

(Horikoshi, 1996). Deterjanlar içerisinde kullanılan proteaz enzimlerinin asıl görevi 

çamaĢırlarda bulunan lekelerin içindeki proteinleri parçalayarak lekeleri yok etmek 

ya da deterjanın diğer temizleyici ajanların lekeyi parçalaması için imkan 

sağlamaktır (Celik, 2006, Nilegaonkar et al, 2007). 

 

Bakteriyal kaynaklı proteazların deterjan endüstrisinde kullanılmasının nedenleri 

arasında yüksek pH da üreyebilmeleri yer alır. Ayrıca lekelerin çıkarılabilmesi için 

yüksek sıcaklıklara dayanabilen deterjanlar içerdikleri beyazlatıcı etkili sodyum 

fosfat ve sodyum perboratın neden olduğu fosfat kirliliğini ortadan kaldırmak için 

daha düĢük sıcaklıkları kullanma yetenekleri oldukları için bakteriyal proteazlar daha 

fazla kullanılmaya baĢlanmıĢtır ve zamanla bu maddelerin yerlerini tamamen 

almıĢlardır (Kasavi, 2006). Proteaz enzimleri bu özelliklerinden dolayı yaklaĢık 30 

yıldan beri önemini artırarak deterjanlarda yer almıĢlardır (Oberoi et al, 2001). 

 

Son yapılan çalıĢmalar göstermiĢtir ki deterjanlarda kullanılan proteazlar Bacillus‟ 

lardan elde edilen alkalen proteazlar ve serin proteazlardır. Örnek olarak Bacillus sp., 

B. licheniformis, B. amyloliquefaciens türlerinden üretilen proteazlar çamaĢır 

temizliği için üretilen deterjanlarda kullanılmaktadır (Uhlig, 1998, Uludağ, 2000, 

Aehle 2004). Bacillus’ ların haricinde Hindistan‟da Conidiobolus coronatus türünden 

üretilen alkalen proteaz deterjan sanayisinde kullanılmaktadır (Maurer, 2004).  

Bu nedenlerden dolayı birçok ticari üretici firması alkalen proteaz kaynağı olarak 

bakteriyal kaynakları kullanmaktadır. AĢağıdaki Çizelge 1.7.‟ de dünya üzerinde 

deterjanlar için elde edilen enzimler ve kaynaklarından bazıları gösterilmiĢtir. 
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Çizelge 1.7. Dünya Üzerinde Deterjanlar için Elde Edilen Enzimler ve  

                     Kaynakları (Maurer, 2004). 

 

Enzim Adı            Üreten Firma Kullanılan Bakteri Kaynağı 

Alcalase® 

FNA 

Savinase® 

Purafect™ 

KAP 

Everlase™ 

Purafect OxP™ 

FN4 

BLAP S 

BLAP X 

Esperase® 

Kannase™ 

Properase™                               

  

Novozymes 

Genencor 

Novozymes 

Genencor 

Kao 

Novozymes 

Genencor 

Genencor 

Henkel 

Henkel 

Novozymes 

Novozymes 

Genencor 

 

 B. licheniformis 

B. amyloliquefaciens 

B. clausii 

B. lentus 

B. alkalophilus 

B. clausii 

B. lentus 

B. lentus 

B. lentus 

B. lentus 

B. halodurans 

B. clausii 

B. alkalophilus PB92 

 

 

 

1.2.9.2. Deri Sanayisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Derinin iĢlenme basamakları esnasında kullanılan kimyasalların tehlikeli olması ve 

bu kimyasalların çevreye zarar vermesinden dolayı enzimler kullanılmaktadır 

(Andersen, 1998). Aynı zamanda deri sanayisinde kullanılan proteazlar deride 

bulunan globülinler ve albüminler gibi proteinleri parçalayarak deriden 

uzaklaĢtırmak, derinin yumuĢatılması iĢleminde, derinin ıslatılma aĢamasında, deride 

kireçleme iĢleminde, derideki kılların uzaklaĢtırılması iĢleminde, yünlerin deriden 

uzaklaĢtırılması iĢleminde ve derinin inceltilme iĢleminde kullanılmaktadır (Öztürk, 

M.H., 2004; Tekin, 2008; Sevinç, 2010). 
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1.2.9.3. Ġlaç Endüstrisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Bu alanda kullanılan proteazlar genellikle vücutta eksik olan enzimi karĢılanmasında 

kullanılmaktadır. Özelliklede sindirim sistemine etki etmesi için verilen ilaçlarda 

proteazlar daha fazla kullanılmaktadır (Ġsmarcı, 2014). 

 

Proteazların tedavi etmeyle görevli ajanların geliĢmesinde etkili olduğu 

belirlenmiĢtir. Bazı antibiyotiklerin geliĢmesinde etkili olarak yanıklar ve yaraların 

tedavi edilmesinde subtilisin veya kollejenaz proteazları kullanılmaktadır. Lenfositik 

löseminin bazı türlerinde kan dolaĢımındaki asparajini uzaklaĢtırmak için E.coli’ den 

üretilen asparajinaz enzimi kullanılmaktadır (Kudrya, V.A. and Simonenko I.A. 

1994; Rao et al, 1998; Gupta et al, 2002).  

 

 

1.2.9.4. Gıda Endüstrisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Proteazlar gıda endüstrisinde genellikle proteinlerin hidrolizatlarının hazırlanmasında 

kullanılır. Bu hazırlanan protein hidrolizatları da daha sonra kan akıĢının düzenli 

olarak devam etmesinde, bebek mamalarının içeriklerinde, diyetlere uygun 

hazırlanan yiyeceklerde, meyve suyu ve bazı içecek türleri için rafta kalma 

ömürlerinin uzatılmasında kullanıldığı bilinmektedir (Gupta et al 2002a). 

 

ġuan da günümüzde halen proteazlar devamlı olarak çeĢitli peynirlerin üretilmesinde, 

fırınlarda üretilen unlu mamüllerde ve etlerin yumuĢatılma iĢlemlerinde 

kullanılmaktadır. Genel de hidrofobik aminoasit içeren protein hidrolizatların acı bir 

tadı vardır. Hidrofilik aminoasit içeren protein hidrolizatlarının ise daha tatlı bir tadı 

vardır (Aehle, 2004). 

 

Gıda sektöründe en çok tercih edilen alkalen proteaz ise papain‟ dir. Papain‟ in 

kullanıldığı alanlar bira üretiminde biraların soğukta bekletilmesinde ve etlerin 

yumuĢatılmasında kullanılır (Fadıloğlu ve Erkmen 2004). Fırınlarda kullanılan 

hamurların özelliğini içeriğinde bulunan ve suda çözünemeyen protein olan glüten 

belirler. Bu glüten maddesinin proteoliz ile değiĢtirilip geliĢtirilmesini sağlayan da 
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Aspergillus oryzae’den üretilen endoproteinazlar ve ekzoproteinazlardır. Bunun 

haricinde fungal kaynaklı proteazlarda beyaz ekmeklerin ve diğer hamur iĢi 

ürünlerinin yapımında sürekli kullanılmaktadır. Hamurlara yapılan bu enzim 

iĢlemleri ile hamurların el ile yapımını veya makineler ile yapımının 

kolaylaĢtırmaktadır. Türler arasında ise Bacillus subtilis’ ten üretilen alkalen 

proteazları hamuru yumuĢama sürelerini uzatarak hamurun sert halde kalmasını 

sağladığı için daha çok kek, kraker ve bisküvi gibi diğer fırıncılık ürünlerde kullanılır 

(Fadıloğlu ve Erkmen, 2004, Celik, 2006). Bir de ürünlerin tadına ve ürünün 

aromasına etki eden türler de vardır. Bunlar ise amilazlarla birleĢerek bu görevi 

yapan asidik fungal mantarlardır (Uhlig, 1998, Krajewska, 2003). 

 

Uzun yıllardır içerdiği yüksek seviyede proteinden dolayı kullanılan soya 

fasulyesinden yapılan sosların ve diğer soya ürünlerinin yapımında da proteazlar 

kullanılmaktadır (Celik, 2006). 

 

 

1.2.9.5. Kozmetik Sanayisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Kozmetik sektöründe özellikle saç bakımıyla, diĢ bakımıyla, tüyleri yok eden 

ürünlerde, göz lenslerinin saklanması için yapılan solüsyonlarda ve cilt bakımıyla 

ilgili üretilen ürünlerde kullanılmaktadır (Sevinç, 2010; Ġsmarcı, 2014). 

 

 

1.2.9.6. Tekstil Sanayisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Tekstil ürünlerinin üretimi için gerekli olan ham maddelerinin protein esaslı olanları 

iĢlenmesini sağlayarak ham maddenin üretim için hazır hale gelmesini sağlamakta 

kullanılır. KumaĢların yapımında kullanılan maddeler iki çeĢit lif yapısında bulunur. 

Bunlardan birincisi yün, kaĢmir, ipek gibi ürünlerde de bulunan doğal protein 

lifleridir. Ġkincisi ise kazein ile yenilenerek oluĢmuĢ protein lifleridir (Duran ve ark., 

2007). 
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Ġçeriği yün olan ürünlerde papain, pepsin ve pronaz gibi proteazlarla enzimatik 

iĢlemler uygulanarak ürünler daha esnek hale getirilmiĢ, içerdiği kirlerden 

arındırılmıĢ ve ürünlerin daha beyaz hale gelmesi için kullanıldığı bilinmektedir 

(Karmakar, 1999). 

 

 

1.2.9.7. Atık ĠĢleme Sanayisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Bu alandaki proteazların temel görevi çevre ve doğa için zararlı olan atıkların yine 

çevre ve doğa için yararlı hale getirmektir. Dalev ve Simeonova 1992 yılında yapmıĢ 

oldukları çalıĢmalarda Bacillus subtilis’ ten ürettikleri proteazlarla deri sanayisinden 

kaynaklanan atıkları iĢleyerek tutkal gibi yararlı bir ürün oluĢturmuĢlardır.  

 

Yine 1994 yılında Dalev Bacillus subtilis’ ten üretmiĢ olduğu proteazlar ile 

kümeslerdeki tüyleri ve kümes hayvanlarının kesildiği alanlardaki tüylerin ortamdan 

uzaklaĢtırılması için kullanılmıĢtır. Kümesin toplam ağırlığının % 5‟ i kadar olan bu 

tüyler keratin yapılı olup tamamen parçalandığı için önemli bir protein kaynağı 

olarak gıda ve yem sanayisinde kullanılmıĢtır (Anwar ve Saleemuddin 1997, Öztürk 

2004). 

 

B. subtilis, B. amyloliquefaciens ve Streptomyces sp.’ ten elde edilen enzimler ve 

disülfiti azaltan bir madde ile atık borularda zamanla kılların birikerek oluĢturduğu 

tıkanıklıkları, yine bu ikili sistem ile kılları parçalayarak açılması sağlanmıĢtır. 

Günümüzde bu yöntemi kullanan sistemin ticari olarak pazarlayan Ģirket de Genex‟ 

tir (Jacobson et al, 1985). 

 

 

1.2.9.8. Fotoğraf Endüstrisinde Kullanılan Proteazlar 

 

Fotoğraf endüstrisinde kullanılan filmler ve X ıĢını yapılı filmlerde bulunan gümüĢü 

bu filmlerden koparmak için kullanılan proteazlardır. Bu filmler genel de jelatin bir 

tabaka içerisinde bulunur ve yaklaĢık  % 1.5- 2 gümüĢ içerir. Bu gümüĢü geri elde 

edebilmek için enzimatik iĢlemler uygulanmadan önce jelatin yakılıp gümüĢ elde 
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edilirdi ama bu yöntemde çevre kirliliğine neden olmaktaydı. ġu an ise enzimler ile 

bu jelatin tabaka hidroliz edilerek hem gümüĢ geri kazanılır hem de artık polyester 

filmlerinde geri kazanılması sağlanmıĢtır (Horikoshi, 1999). Fujiwara 1991 yılında 

yaptığı çalıĢmada Bacillus subtilis’ ten elde ettiği proteaz ile jelatin tabakasını 30 

dakika boyunca 50 - 60 °C iĢleme tabi tutarak gümüĢü uzaklaĢtırdığını kanıtlamıĢtır 

(Fujiwara et al, 1991; Nelson, D. , M.M. , Cox, 2005). 

 

 

1.3. Proteaz Üreten Bakteriler de Borun Yeri  

 

Dünyada toprakta, suda, kayalarda yaygın Ģekilde bor bulunmaktadır. B ile gösterilen 

ve 5 atom numarasına sahip 10. 81 atom ağırlığına sahip bir elementtir. Bor doğal 

ortamlarda saf olarak bulunmamaktadır. Genellikle farklı bileĢiklerin oksitleriyle 

beraber bulunurlar.  (Kemp, 1956). Metal ve oksijenle birleĢen borlara borax adı 

verilir (http://www.etimaden.gov.tr/tr/page/bor-turkiye-tarihcesi, 2016). 

Ġlk saf bor Fransız Kimyager J.L.Gay Lussac ve Baron L.J. Thenard ile Ġngiliz 

Kimyager H. Davy‟ nin yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda elde edilmiĢtir. Türkiye, 

A.B.D. ve Rusya dünyada en önemli bor yataklarına sahip ülkelerdir. AĢağıdaki 

Çizelge 1.8.‟ de Dünya Bor Rezervleri görülmektedir. 

 

 

Çizelge 1.8.  Dünya Bor Rezevleri 

 

Ülke Toplam Rezerv 

(Bin ton B2O3) 

Toplam Rezerv 

(% B2O3) 

Türkiye 955.297 72.1 

A.B.D. 80.000 6.7 

Rusya 100.000 8.4 

Çin 47.000 3.9 

Arjantin 9.000 0.8 

Bolivya 19.000 1.6 

ġili 41.000 3.4 

Peru 22.000 1.8 

Kazakistan - - 

Sırbistan 16.200 1,3 

Ġran 1.000 0.0 

Toplam 1.199.700 100.0 

 

http://www.etimaden.gov.tr/tr/page/bor-turkiye-tarihcesi
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Tablo göz önüne alındığında bor kaynağı olarak  % 72 rezerv oranıyla dünya 

genelinde Türkiye çok önemli konumdadır. (Mergan vd. , 2006). 

Türkiye‟ nin bor rezervleri ise EskiĢehir-Kırka, Balıkesir-Bigadiç, Kütahya-Emet ve 

Bursa-Kestelek‟ de bulunmaktadır (http://www.etimaden.gov.tr/tr/page/bor-

rezervleri, 2016). 

 

Bölgelerin oranlarına bakılırsa % 72‟ lik Türkiye rezervinin % 37‟sini Bigadiç-

Balıkesir, % 34‟ ü Emet-Kütahya, % 28‟i Kırka-EskiĢehir ve %1‟Kestelek-Bursa 

oluĢturmaktadır. Balıkesir-Bigadiç yatağından çıkarılan kolemanit ve üleksit ortamın 

arsenik değerlerinin düĢük olmasından dolayı değerli maddelerdir (DPT, 1995). 

 

Bakteriler ve borun iliĢkisini göstermek için yapılan bazı çalıĢmalar, 1986 yılında 

Mateo ve arkadaĢlarının yaptıkları Cynobacteria türleriyle ilgili çalıĢmalarda borun 

ana etmenlerden olduğu gösterilmiĢtir. 1961 yılında Anderson ve Jordan Azetobacter 

türü çalıĢmalarında bor elementinin nitrojen fiksasyonun da artırıcı bir etkisi 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Antibiyotik üreticisi olan Streptomisetlerden elde edilen 

bazı antibiyotikler de boromycin (Kohno vd., 1996), tartrolon A ve B (Irschik vd., 

1995)‟ borun varlığı kanıtlanmıĢtır. Mikrobiyal üretim yapmak için kullanılan besi 

yerlerinde de borun olduğu tespit edilmiĢtir (Stainer vd., 1966). 
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2.  MATERYAL VE METOD 

 

2. 1.  MATERYAL 

 

Bu çalıĢmada kullanılan mikroorganizmalar, ülkemizin Balıkesir ilinin Bigadiç 

ilçesinde bulunan bir bor madeni içerisinden alınmıĢtır. Örnekler madenin atık havuz 

toprağından ve maden içerisinden çıkarılan borun bulunduğu topraktan olmak üzere 

örnekler alınmıĢtır. 

 

Yapılan izolasyon çalıĢmaları ile mikroorganizmalar saf olarak elde edilmiĢtir. Bu 

mikroorganizmalar içeriği farklı ortamlarda üretilerek en yüksek enzim üretim 

aktivitesine ulaĢılmaya çalıĢılmıĢtır. 

 

 

2.1.1.  Kullanılan Çözeltiler ve Tamponlar 

 

NaOH Çözeltisi ( 2 N NaOH Çözeltisi ) 

 

Besi yerlerinin pH‟ının ayarlanmasında 2 N NaOH tampon çözeltisi kullanılmıĢtır. 

 

 

Sodyum Fosfat Tamponu 

 

Proteaz enziminin pH 7.0‟ deki aktivitesinin ölçülmesinde kullanılmıĢtır.6.77 g 

K₂HPO₄    1 L distile su içerisinde çözünmüĢtür (A çözeltisi). 8.85 g Na₂HPO₄   1L 

distile su içerisinde çözünmüĢtür (B çözeltisi).A çözeltisinden 413 mL ve B 

çözeltisinden 587 mL alınarak karıĢtırılarak elde edilmiĢtir (Temizkan ve Arda, 

2004). 
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Na₂CO₃ Çözeltisi ( % 10’ luk Na₂CO₃ Çözeltisi ) 

 

Kullanılan besi yerlerinin ve tampon çözeltilerin pH 7.0, 8.0, 9.0 ve pH 10.0‟ a 

ayarlanmasında kullanılmıĢtır. 

 

Na₂CO₃               10 g 

Distile su             100 mL  karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır. 

 

 

HCI Çözeltisi ( 0.1 M HCI Çözeltisi ) 

 

Besi yerleri ve tampon çözeltilerin pH değerinin yüksek değerlerden istenilen düĢük 

değerlere düĢürülmesinde kullanılmıĢtır. 

 

HCI                    3.6 g 

Distile su          1000 mL    karıĢtırılarak elde edilmiĢtir. 

 

 

Serum Fizyolojik Çözeltisi 

 

Toprak örneklerinin dilüsyon aĢamasında ve spektrofotometrede örneklerin optik 

yoğunlukları (OD)  ölçülürken bir standart elde etmek için kullanılmıĢtır. 

 

NaCI                     9 g 

Distile su              1000 mL karıĢımından elde edilmiĢtir. 

 

 

2.1.2.  Proteaz Enzim Aktivite Tayininde Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 

 

Glisin – NaOH Tamponu ( 50 mM Glisin – NaOH Tamponu ) 

 

Proteaz enziminin pH 9.0 – pH 12.0 aralığında ki aktivitesinin saptanması için 

kullanılmıĢtır (Denizci ve ark. , 2003, Temizkan ve Arda, 2004). 
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50 mM Glisin                0.375 g / 100 mL 

1 N NaOH                      8.4 g / 100 mL 

Distile su                        100 mL  

Öncelikle 50 mM Glisin 100 mL distile su içerisinde çözünmüĢtür. Ġstenilen pH 

değeri 1 N‟lik NaOH çözeltisi ayarlanıp, hacmi 100 mL‟ ye gelecek Ģekilde distile su 

eklenmiĢtir. 

 

 

Sodyum Karbonat Tamponu ( 0.5 M Sodyum Karbonat Tamponu ) 

 

Proteaz enzim aktivitesinin ölçülmesinde kullanılmıĢtır (Denizci ve ark. , 2003). 

 

0.5 M Na₂CO₃                5.3 g /  100 mL 

Distile su                        100 mL 

100 mL distile su içerisinde 0.5 M Na₂CO₃  karıĢtırılarak hazırlanmıĢtır. 

 

 

TCA ( Trichloro asetic asit ) Çözeltisi 

 

Enzim ve substrat çözeltilerinde reaksiyonu durdurmak için kullanılmıĢtır (Denizci 

ve ark. , 2003). 

 

TCA ( 0.1 M )                               1.633 g / 100 mL 

Sodyum Asetat ( 0.22 M )              2.993 g / 100 mL 

Asetik Asit ( 0.33 M )                    1.891 mL / 100 mL 

Distile su                                       98 mL 

0.1 M TCA ile 0.22 M sodyum asetat 98 mL distile su içinde çözünmüĢ ve son hacim 

100 mL olana kadar 0.33 M asetik asit ilave edilmiĢtir. 
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Folin Reaktifi ( 2 N Folin Reaktifi )   

 

1:1 oranında olacak Ģekilde distile su ve folin reaktifi karıĢtırılarak elde edilmiĢtir 

(Denizci ve ark. , 2003). 

 

 

2.1.3.  Kromozomal DNA Ġzolasyonunda Kullanılan Tamponlar 

 

Tris / EDTA Tamponu (250 mL) 

 

250 mL distile su içerisine 0.3 g tris ve 0.008 g EDTA konularak karıĢtırılır. pH 8.0‟ 

a ayarlanır. 

 

 

% 10’luk SDS Tamponu (100 mL) 

 

100 mL distile su içerisine 10 g SDS karıĢtırılarak hazırlanır. 

 

 

Proteinaz K 

 

Hazır olarak alınarak kullanılmıĢtır. 

 

 

NaCl Tamponu ( 5 M 100 mL ) 

 

100 mL distile su içerisinde 20 g NaCl karıĢtırılarak hazırlanır. 
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CTAB / NaCl Çözeltisi 

 

90 mL distile su içinde 4.1 g NaCl çözündürülür ve üzerine 10 g CTAB yavaĢça 

eklenerek 65 °C „ ye kadar ısıtılır. Son hacim 100 mL oluncaya kadar üstüne distile 

su eklenir. 

 

 

Kloroform / Ġzoamil Alkol Tamponu  

 

96 mL kloroform ile 4 mL izoamil alkol karıĢtırılarak hazırlanır. 

 

 

Kloroform / Ġzoamil Alkol / Fenol Tamponu 

 

10 g fenol ile 10 mL Tris HCl (50 mM, pH 8.0) çözdürülür. 2 saat bekletildikten 

sonra iki faz oluĢur. Üst faz atılır. Alt faza 10 mL Tris HCl çözeltisi eklenir ve 5-6 

dakika beklenir. Üst faz yine atılır. Yeniden 10 mL Tris HCl çözeltisi eklenir ve bu 

iĢlemler 5-6 kez tekrar edilir. 9.6 mL kloroform, 0.4 mL izoamil alkol, 10 mL Tris 

HCl ve hazılanan fenol karıĢımından da 10 mL konularak hazırlanır. 

 

 

% 70’ lik Etanol 

 

70 mL %100‟ lük etanol ve 30 mL distile su karıĢtırılarak hazırlanır. 

 

 

Ġzopropanol Alkol 

 

Hazır halde bulunan izopropanol alkol izolasyon iĢleminde gerekli miktarı kadar 

alınarak kullanılır. 
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Tris HCl Tamponu (50 mM, pH 8.0) 

 

0.78 g Tris HCl alınarak 100 mL distile su ile hazırlanmıĢtır. 

 

 

2.1.4.   Kullanılan Besi Yerleri 

 

Nutrient Broth ( MERCK 1.05443 ) 

 

Proteaz enzim aktivitesinin belirlenme iĢlemlerinde ve DNA izolasyonu 

aĢamalarında mikroorganizmaların aktifleĢtirilmesi için kullanılmıĢtır. 

 

BileĢimi                         g / L 

Pepton                              5 

Et Özütü                           3          

Hazırlanan besi yeri çalıĢmada 121°C 1.0 Atm basınçta otoklavda steril edildikten 

sonra kullanılmıĢtır. 

 

 

Nutrient Agar ( MERCK  1.05450 ) 

 

ÇalıĢmada kullanılan mikroorganizmaların petriler halinde stok kültür olarak 

saklanmasında kullanılmıĢtır. 

 

BileĢimi                             g / lt 

Pepton                                  5 

Et Özütü                               3 

Agar                                     12 

Hazırlanan besi yeri çalıĢmada 121°C 1.0 Atm basınçta otoklavda steril edildikten 

sonra kullanılmıĢtır. 
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N1 Agar 

 

ÇalıĢmadaki mikroorganizmaların yatık olarak stok kültür halinde saklanması için 

kullanılmıĢtır. 

 

BileĢimi                               g / L 

Pepton                                  10 

Et Özütü                               10 

Maya Özütü                           5 

Glikoz                                    1 

Agar                                      15 

Hazırlanan besi yeri çalıĢmada 121°C 1.0 Atm basınçta otoklavda steril edildikten 

sonra kullanılmıĢtır. 

 

 

Skim milk Besiyeri 

 

Mikroorganizmaların proteaz aktivitesinin belirlenmesinde kullanılmıĢtır (Singh ve 

ark., 2001). Singh ve arkadaĢlarının belirlediği besi yeri çalıĢmada modifiye edilerek 

kullanılmıĢtır. 

 

BileĢimi                                g / L 

Pepton                                    10 

Et Özütü                                  3 

NaCl                                        5 

Skimmilk                                11 

Agar                                        15 

Ġstenilen pH‟a ayarlanarak steril edilmiĢ besi yerine ayrı olarak steril edilmiĢ olan 

skim milk eklenmiĢtir. 

 

 

 

 



39 

 

Uygun Enzim Üretim Besiyeri 

 

ÇalıĢmada mikroorganizmaların en yüksek proteaz üretiminin sağlandığı enzim 

besiyeri olarak kullanılmıĢtır (Qadar ve ark. , 2009). 

 

BileĢimi                                  g / L 

Pepton                                       10 

Maya Özütü                              0.2 

Glikoz                                        1 

MgSO₄                                     0.1 

CaCl₂                                        0.1 

K₂HPO₄                                   0.5 

Qadar ve arkadaĢlarının belirlemiĢ olduğu enzim besi yerine 5 g/L kazein ilave 

edilerek modifiye yapılmıĢ olarak kullanılmıĢtır. Hazırlanan enzim besi yerinin pH‟ ı 

ayarlanmıĢ ve 121°C 1.0 atm basınçta otoklavda steril edildikten sonra kullanılmıĢtır. 

 

 

Triptone (Ġndol) Besiyeri 

 

IMVIC testlerinden indol testinin uygulanması için kullanılır. 

 

BileĢimi                                 g / L 

Pepton from casein                   10 

NaCl                                           5           

karıĢımı ile hazırlanmıĢtır. 

 

 

Clark ve Lubs Besiyeri 

 

IMVIC testleri içinden metil red ve voges-proskauer testleri için kullanılan besi 

yeridir. 
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BileĢimi                                     g / L 

Pepton from meat                         7  

Glikoz                                           5 

Dipotasyum fosfat                        5 

(K2HPO4 – Fosfat Buffer ) 

karıĢtırılarak testler için yapılmıĢtır. 

 

 

Sitrat (Simmon’s Citrate Agar) Besiyeri 

 

IMVIC testlerinden olan sitrat testinin uygulanabilmesi için yapılan besiyeridir. 

 

BileĢimi                                            g / L 

Amonyum Dihidrojen Fosfat              1  

Dipotasyum Fosfat                              1  

Sodyum Klorür                                    5  

Sodyum Sitrat                                      2  

Magnezyum Sülfat                             0,2  

Agar                                                     15 

Bromtimol Mavisi                              0,08 
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2.2.  METOD 

 

2.2.1. Bakterilerin Ġzolasyonu 

 

Bu çalıĢmada kullanılan örnekler için Balıkesir ilinin Bigadiç ilçesinde bulunan bir 

bor madeni içerisinden farklı bölgelerden toprak örnekleri alınmıĢtır. Toprak 

örnekleri toprağın üst kısmının temizlenerek tavan kısmının yaklaĢık 5-10 cm 

aĢağısından alınmıĢtır. 

 

Alınan örnekler için ayrı ayrı olarak seri sulandırma yapılarak dilüsyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Toprak örneklerinden 1‟er g tartılıp 10 mL içerisinde serum 

fizyolojik bulunan tüplere konulmuĢ ve vorteks cihazı ile karıĢmaları sağlanmıĢtır. 

(Lennette et al, 1985). 

 

Ġnkübasyon iĢlemi sonrasında örneklerden 10ˉ¹ - 10ˉ⁶ aralığında olmak üzere seri 

dilüsyonlar yapılmıĢ ve örneklerden 0.1 mL pipet ile alınarak petrilere eklenmiĢtir. 

Drigalski spatülü yardımıyla yayma yöntemine göre ekim yapılmıĢtır (Temiz, 1994). 

Ekim iĢlemi bitirildikten sonra petriler 37 °C‟de 18 saat inkübe edilmiĢtir. 

 

 

2.2.2.  Proteaz Üretimi Ġçin En Uygun Bakterilerin Belirlenmesi 

 

18 saatlik inkübasyon iĢleminin sonunda geliĢmiĢ olan bakteriler alınarak proteaz 

enzimini ürettiğinin görüleceği skim milk besi yerine ekilerek 18 saat 37°C‟de 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyondan sonra besi yerelerinde koloniler etrafında 

oluĢan zonlar tespit edilmiĢtir. Bu koloniler proteaz pozitif olarak seçilmiĢ ve bu 

çalıĢmada kullanılmıĢtır(Adinarayana et al, 2003). Proteaz pozitif olan koloniler tek 

koloni ekim yöntemine göre N1 agar besi yerine ekilerek daha sonraki aĢamalarda 

kullanılmak üzere saf kültür Ģeklinde +4 °C‟de saklanmıĢtır(Anonymus, 1978).  
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2.2.3. Bakterilerin Üreme Zamanları ve Bakterilerin Üreme Eğrileri 

 

Bakteriyi üretmek için hazırlanan besi yerlerine ekilen bakteriler 37 ° C‟ de inkübe 

edilmiĢtir. Bakterilerin inkübasyonu sırasında 6, 24, 32, 48, 56 ve 72 saatlerde 

üremeye bakılmıĢtır. Mcfarland yöntemi esas alınarak baĢlangıçtaki bakteri sayısını 

sabitlemek için steril olarak hazırlanan serum fizyolojik ile optik yoğunlukları (OD) 

0.3 – 0.4 aralığına ayarlanmıĢtır. 6, 24, 32, 48, 56, 72. saatlerde örnek alınarak 

spektrofotometrede optik yoğunlukları ölçülerek bakterilerin gösterdikleri üreme 

miktarı belirlenmiĢtir. Buna göre elde edilen değerler ile üreme eğrileri 

oluĢturulmuĢtur. 

 

 

2.2.4. Bakterilerin En Ġyi Proteolitik Aktivite Gösterdiği pH Değerlerinin 

Saptanması 

 

Proteaz üretimi pozitif olarak tanımladığımız bakterilerimizi pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 

12.0 olarak ayarladığımız skim milk besi yerine ekimi yapılmıĢtır. Daha sonra ekim 

iĢlemi bittikten sonra petriler 37 °C 24 saat süre ile inkübasyon için etüve 

konulmuĢtur. 24. saatin sonucunda proteaz pozitif olarak tanımladığımız bakterilerin 

üreyebilmesi ve en iyi enzim üretebilmesi için gerekli olan pH değeri tespit 

edilmiĢtir. 

 

 

2.2.5. Bakterilerin En Ġyi Proteolitik Aktivite Gösterdiği Sıcaklık Değerlerinin 

Saptanması 

 

Proteaz üretimi pozitif olan bakteriler farklı pH aralıklarında hazırlanan katı skim 

milk besi yerine ekimi yapılarak 15 °C, 20 °C,  25 °C, 30 °C, 37 °C, 50 °C „ye 

ayarlanmıĢ etüvlerde 24 saat süre ile inkübasyona bırakılmıĢtır (Voget et al, 2006). 
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2.2.6.  Seçilen Ġzolatların Biyokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

Gram Boyama 

 

2005 yılında Smith ve Hussey tarafından belirtilmiĢ olan yönteme göre gram boyama 

iĢlemi yapılmıĢtır. Bu iĢlemde 24 saat etüvde petrilerde üretimi sağlanan izolatlar 

steril öze ile alınarak lam üzerine bırakılmıĢtır. Daha sonra da üzerine 1 damla distile 

su damlatılarak kurumaya bırakılmıĢtır. Lam üzerindeki izolatların kuruması bittikten 

sonra bek ateĢinden 3 defa geçirilerek fiksasyon iĢlemi yapılmıĢtır. Sonra da sırasıyla 

kristal viyole damlatılmıĢ ve bir dakika beklenilmiĢtir. 1 dakika sonunda distile su ile 

kristal viyole lam üzerinden yıkanmıĢtır. Ardından lam üzerine lugol çözeltisi 

damlatılır ve yine 1 dakika beklenir. Yine bir dakika sonucunda lam distile su ile 

yıkanır. Sonra etil alkol lam üzerine damlatılır ve 15 saniye beklenilir. Alkol süresi 

geçirilmeden distile su ile yıkanır. Son olarak da safranin boyası damlatılır ve bu da 

30 saniye kadar beklenilir. Süre sonunda distile su ile yıkanan lam mikroskopta 

görüntülenmek için hazırdır. IĢık mikroskobunda 100X‟ lik objektifte lam üzerine 

immersiyon yağı damlatılarak görüntülenmiĢtir. Mikroskop görüntüsünde bakteriler 

mor renkli olanlar için Gram + , açık pembe sahip bakteriler de Gram – olarak 

tanımlanmıĢtır. 

 

 

Katalaz Testi  

 

24 saat boyunca etüvde değerleri optimal seviye gelen bakterilerden steril öze ile 

fazla miktarda alınarak bir lamın üzerine bırakılır. Daha sonra üzerine 3-4 damla % 

3‟ lük hidrojen peroksit (H2O2) damlatılmıĢtır. 1-2 dakika sonra lamda gaz 

kabarcıklarının oluĢması katalaz pozitif olarak belirtilmiĢtir (Miller, 1992). 
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IMVIC Testleri 

 

Ġndol Testi 

 

Bu test ile bakteride triptofanaz enziminin bulunup bulunmadığının tespitinde 

kullanılır. Bu iĢlemde içeriğinde triptofan olan besi yerine ekilen bakteri ortamdaki 

triptofanı parçalayarak ortaya indolün çıkmasına neden olur. Ortaya çıkan indol de 

aldehitler ile birleĢerek renkli görünürler (Shigei J., 1992). Ortamda indol varsa 

birleĢtiği aldehite göre renk verir. Benzaldehit ile birleĢtiyse pembe-kırmızı bir renk 

oluĢur. Eğer indol sinnamaldehit ile birleĢtiyse mavi-yeĢil bir renk oluĢumu gözlenir 

(York MK et al, 2007 ) 

Triptofan besi yeri olarak hazırlanan sıvı besi yerine ekimi yapılan taze olarak 

geliĢtirilmiĢ bakteriler 37 °C sıcaklıkta 5 gün boyunca etüvde bekletilmiĢtir. Süre 

sonunda tüplerin içine 0.5 mL kovacs ayıracı damlatılarak 1-2 dakika beklenir. 

Sonuç olarak tüplerde kırmızı bir halkanın oluĢması pozitif,  sarı halkanın oluĢması 

negatif olarak değerlendirilir. 

 

 

Metil Kırmızısı Testi (MR ) 

 

Bu testin amacı bir bakterinin glikoz fermantasyonu olayında oluĢan ürünler 

içerisinde asit oluĢturup oluĢturmadığının tespiti için kullanılır. Ġndikatör olarak bu 

testte metil kırmızı kimyasalı kullanılır (Shigei J., 1992; York MK et al, 2007 ). 

 

Bu test de Clark-Lubs besi yerine geliĢtirilmiĢ kültürlerin ekimi yapılır ve 7 gün 

boyunca 37 °C sıcaklıkta bekletilir. 7 günün sonunda besi yerlerine metil red 

kimyasalından 4-5 damla damlatılarak değerlendirme yapılır. Kırmızı halkanın 

oluĢması bu testin pozitif olduğunu gösterir.  
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Voges-Proskauer Testi  (VP) 

 

Bu testin amacı da bakterinin glikoz fermantasyonu iĢleminde oluĢturduğu ürünler 

içerisinde nötral son ürünün varlığının tespitinde kullanılır. MR testi gibi glikoz 

fermantasyonunu kullandıkları için testte MR testiyle aynı besi yeri kullanılır (Shigei 

J. 1992; York MK ve ark. 2007 ). 

 

GeliĢtirilmiĢ bakteriler Clark-Lubs besi yerine ekilir ve 37 °C „de 7 gün bekletilir. 

Süre sonunda hem ekim yapılmıĢ besi yerlerine hem de ekim yapılmamıĢ saf besi 

yerlerine O‟ Meara ayıracı veya 0. 2 mL % 40‟ lık KOH, 0. 6 mL % 5‟ lik alfa naftol 

ve 1 mL‟ ye tamamlana kadar saf etanol koyularak hazırlanan solüsyondan 1 mL 

eklenir ve yavaĢça karıĢtırılır. 37 °C‟ lik su banyosunda 4 saat bekletilir. 

 

Sonuç olarak besi yerinin üst kısmında 5 dakika içinde pembe renk oluĢuyorsa 

asetoin var demektir ve test pozitiftir eğer renk pembe değil de sarı ise asetoin yok 

demektir ve test negatiftir. 

 

 

Sitrat Testi  

 

Bakterilerin besi yerinde bulunan sitratı karbon kaynağı olarak ve amonyum tuzlarını 

da nitrojen kaynağı Ģeklinde kullanıp kullanmamasının tespit edildiği testtir. Bu test 

için karbon kaynağı olarak sitrat bulunan yatık Ģekilde hazırlanmıĢ sitrat agar 

(Simmon‟s citrate agar) kullanılır (Shigei J. 1992;York MK ve ark. 2007 ). 

 

Saf kültürlerini steril edilmiĢ fizyolojik su ile biraz sulandırılır ve sitrat agar 

(Simmon‟s citrate agar) besi yerine ekimleri yapılır. Ġnkübasyon için 7 gün boyunca 

37 °C‟ de bekletilir. 7 günün sonunda besi yerlerinde üremenin olmaması ve besi 

yerlerinin kendi yeĢil rengini koruması testin negatif, besi yerinde üremenin olarak 

besi yeri renginin koyu mavi renge dönüĢmesi testin pozitif sonuçlanmasını gösterir. 
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2.2.7.  Proteaz Üretimi  

 

Proteaz üretimi için elde edilen izolatlar +4 C „ de kültür olarak saklandığı ortamdan 

aĢı olarak hazırlanmıĢtır. 37 °C‟ de 24 saat boyunca etüvde inkübasyona 

bırakılmıĢtır. Bu süre sonunda izolatların spektrofotometrik baz da optik değerleri 

belirli bir orana sabitlenmiĢ ve hazırlanan en uygun enzim üretim besi yerine 

ekilmiĢtir. 

 

 

2.2.8.  Proteaz Aktivite Tayini 

 

Deneylerde proteaz aktivitesi 1989 yılında Takami‟ nin belirtmiĢ olduğu yöntemin 

substratı kazein olarak değiĢtirilerek uygulanmıĢtır. Yönteme göre 0.5 mL enzim 

alınarak hazırlanan % 0.65‟lik kazein çözeltisi ile yaklaĢık 20 dakika kadar 37 °C‟ de 

bekletilmiĢtir. Bu iĢlem bittikten sonra tüplerin içine 110 mM trikloroasetik asit 

(TCA) çözeltisinden 2.5 mL eklenerek 30 dakika boyunca 37 °C sıcaklığına 

ayarlanmıĢ su banyosuna bırakılmıĢtır. Bu süreden sonra alınan tüpler yeni tüplere 

filtre kağıdı ile süzdürülmüĢtür. Süzme iĢlemi bittikten sonra tüplerin içine 2.5 mL 

0.5 M sodyum karbonat (Na2CO3) eklenmiĢtir. Bu karıĢımın üzerine de 0.5 M Folin-

Ciocaltcau reaktifi eklenerek oda sıcaklığında 30 dakika beklemeye bırakılmıĢtır. Bu 

iĢlemden sonra da tüpler içindeki çözelti spektrofotometre küvetlerine konulmuĢtur, 

kör olarak distile su ile 660 nm de spektrofotometre ölçümleri yapılmıĢtır. 

 

Çıkan sonuçlardan enzim miktarlarının hesaplamaları aĢağıda verilen formüle göre 

ve hazırlanan standart trozin grafiğinde belirlenen eğim kullanılmıĢtır. Bir ünite 

(U/ml) enzim aktivitesi, dakikada 1 μg tirozinin ortaya çıkması için gerekli enzim 

miktarı olarak belirtilmiĢtir (Erarslan vd. 2005). 

 

 

                              (OD660/Eğim) × Toplam hacim(mL)  

Enzim Aktivitesi    = -----------------------------------------× Seyreltme faktörü  

  (U/g/mL)         Enzim hacmi(mL) × Ġnkübasyon süresi(dak)     (U/mL)                  
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2.2.9.  Tirozin Grafiğinin Hazırlanması 

 

Tirozin standart grafiğinin hazırlanmasında 50 mM pH 10.0 glisin – NaOH tampon 

çözelti ile 1 mg / mL tirozin karıĢtırılarak çözelti hazırlanmıĢtır. Hazırlanan bu stok 

çözeltiden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,100, 150, 200 μL alınarak 1 mL‟ye 50 

mM pH 10.0 glisin – NaOH tampon ile tamamlanmıĢtır. Üzerine 0.5 M sodyum 

karbonattan 2.5 mL ve 0.5 mL folin reaktifi eklenmiĢtir. 

 

Hazırlanan çözelti 30 dakika boyunca oda sıcaklığında bekletilmiĢ ve daha sonra 

spektrofotometrede 660 nm‟ de değerleri ölçülmüĢtür. KarıĢımlardaki tirozin oranına 

bağlı olarak 660 nm‟ de görülen değiĢimlere göre tirozin grafiği çizilmiĢtir. Bu grafik 

sonucuna göre de enzimlerin proteaz aktiviteleri hesaplanmıĢtır (Takami et al, 1989). 

 

 

2.2.10.  Üretim Yapılan Ortamın BaĢlangıç pH Değerinin Proteaz Enzim 

             Üretimine Etkisinin Belirlenmesi 

 

Üretim ortamının baĢlangıç pH değerinin enzim üretimine etkisini görebilmek için 

pH 7.0 - 8.0 için Na2HPO4 - NaH2PO4 tamponu, pH 9.0-12.0 için NaHCO3-NaOH 

tamponları kullanılarak hazırlanan 50 mL‟lik besi yerlerine bir gün etüvde 

inkübasyonda tutulan örnekler % 5 oranında aĢılanmıĢtır. AĢılanan besi yerleri 18 

saat süre boyunca 37 °C de 150 rpm hızında çalkalamalı etüve bırakılmıĢtır. Süre 

sonunda her örnek protein aktivite yöntemi ile ölçülerek proteaz üretimi için ortamın 

en uygun pH değeri tespit edilmiĢtir.  

 

 

2.2.11. Proteaz Enzim Üretiminde Ġnkübasyon Sıcaklık Değerinin Proteaz 

Enzim Üretimine Etkisinin Belirlenmesi 

 

Proteaz enzimi üretimi için en uygun sıcaklığın tespiti için daha önce belirlenen 

uygun pH değerlerinde hazırlanan 50 ml‟lik enzim üretim besi yerlerine taze olarak 

geliĢtirilmiĢ bakteri örneklerimizden % 5 miktarında aĢılama yapılarak 15 °C, 25 °C, 

37 °C, 50 °C‟ ye ayarlanmıĢ 150 rpm hızında çalkalamalı etüvlere konulmuĢtur. 18. 
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saatin sonunda besi yerlerinden alınan örnekler protein aktivite tayin yöntemi ile 

ölçülerek proteaz enziminin üretimi için en uygun sıcaklık tespit edilmiĢtir 

(VijayAnand et al.,  2010). 

 

 

2.2.12. Proteaz Enzim Üretiminde Ġnkübasyon Süresinin Etkisinin Belirlenmesi 

 

Daha önceden belirlenen proteaz enzim üretimi için optimum sıcaklık ve pH 

Ģartlarına uygun olarak hazırlanan enzim üretim besi yerleri 150 rpm hızındaki 

çalkalamalı inkübatöre bırakılmıĢtır. Bu inkübasyona bırakılan örneklerden 6, 12, 18, 

24, 48 ve 72 saat sonlarında belirli oranlarda örnek alınmıĢ (Reddy et al., 2011) ve 

yine protein aktivite tayin yöntemi uygulanarak proteaz enzimi üretiminde 

inkübasyon süresinin etkisi belirlenmiĢtir.  

 

 

2.2.13. Sodyum Tetraborat Dekahidrat ( Sodium tetraborate decahydrate)’ ın 

Proteaz Üretimine Etkisi  

 

Bu çalıĢmada kullanılan bakteriler bir bor madeninden alındığı için bor türevi bir 

kimyasalın bakterinin proteaz enzimi üretimine etkisinin belirlenmesi amaçlanmıĢtır. 

Proteaz üretimi için kullanılan enzim üretim besi yerine 50 mM sodyum tetraborat 

dekahidrat (Na2B4O7.10H2O) eklenerek proteaz enzimi üretimindeki değiĢim 

belirlenmiĢtir. 

 

 

2.2.14.  Farklı Karbon Kaynaklarının Proteaz Enzimi Üretimine Etkisi 

 

Bu çalıĢmada kullanılan bakterilerden en iyi proteaz üretilen besi yeri Enzim Üretim 

Besi yeri olarak açıklanan besi yeridir. Bu besi yerinde karbon kaynağı olarak glikoz 

kullanıldığı bilinmektedir. Bu karbon kaynağı olan glikoz yerine aynı miktar kadar 

niĢasta ve sakkaroz kullanılarak farklı karbon kaynaklarının etkisi görülmüĢtür. 
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2.2.15.  Kromozomal DNA Ġzolasyonu ve DNA Miktar Tayinin Belirlenmesi 

 

Topraktan izole edilmiĢ bakterilerin kromozomal DNA izolasyonu 1990 yılında 

Cutting ve Horn‟ un belirlediği protokole göre bazı değiĢiklikler uygulanarak 

yapılmıĢtır. 25 mL olacak Ģekilde hazırlanan nutrient broth sıvı besi yerine ekimler 

yapılarak 18 saat boyunca 150 rpm de inkübe edilmiĢtir. 18 saatlik inkübasyon 

sonunda örnekler iki kez 5 dakika 10.000 rpm‟ de santrifüj yapılarak bakterilerin 

çöktürülmesi sağlanmıĢtır. ĠĢlem sonunda üst kısım atılmıĢ altta kalan çökelti kısmı 

kullanılmıĢtır. Ependorf tüp içerisinde bulunan çökelti kısmının üstüne 400 μL TE 

tamponu eklenir ve hafifçe çalkalanır. Sonra üzerine 30 μL SDS çözeltisi eklenir ve 

vorteks ile tamamen karıĢtırılması sağlanmıĢtır. Vorteks iĢleminden sonra tüplere 3 

μL proteinaz K eklenir ve 37 °C‟ de 1 saat bekletilmiĢtir.1 saat sonra tüplere 100 μL 

NaCl eklenir ve yavaĢça el ile çalkalanır. Sonra üzerine 80 μL CTAB / NaCl çözeltisi 

eklenir ve el ile yavaĢça karıĢtırıldıktan sonra 65 °C‟ de 10 dakika tutulur. Tüplerin 

hacmi kadar tüplere kloroform / izoamil alkol eklenir. El ile çalkalanır ve oluĢan üst 

fazı yeni ependorf tüplere alınır üzerine fenol / kloroform / izoamil alkol çözeltisi 

eklenir Alt üst yapılarak tamamen karıĢması sağlanır. Üst faz yine yeni bir tüpe 

alınarak hacminin 0.6‟ sı kadar izopropanol eklenir. Çalkalayarak karıĢtırdıktan sonra 

50 μL %70‟ lik etanol eklenir ve hemen dökülür. Tüpler ağzı açık Ģekilde 15 dakika 

bekletilir. En son olarak tüplere 75 μL TE tamponu eklenir ve izolasyon iĢlemi 

bitirilir. 

 

 

2.2.16.  16S rDNA Geninin PCR Ġle Çoğaltılması 

 

Yapılan çalıĢmalar ile elde edilen iki izolatın genlerinin çoğaltılması için 27F(5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3') ve 1492R(5'-TACGGYTACCTTGTTACGA 

CTT -3') evrensel primerlerin kullanımı ile PCR metodu kullanılmıĢtır (Sambrook et 

al, 2001). PCR yöntemi yapılan incelemeler ve çalıĢmalar ile belirli bir PCR 

programı belirlenmiĢ ve bu program ile farklı sıcaklık ve MgCl2 değerleriyle 

optimizasyon yapılmıĢtır. PCR yönteminde kullanılan programın içeriğine 1,5 μL 

1492R reverse primer (10pmol), 1,5 μL 27F forward primeri (10pmol), 4 μL kalıp 

DNA, 1.6 μL dNTP, 3 μL 10X Taq buffer, 2 μL MgCl2 (10mM), 0,5 μL Taq DNA 
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polimeraz ve 30 μL „ye tamamlanıncaya kadar steril distile su konularak PCR 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. 30 döngüden oluĢan thermal cycler prosedürü de 105 °C de 5 

dakika prehating, 94 °C 5 dakika ilk denatürasyon aĢaması, 95 °C döngü 

denatürasyon, 56 °C 45 saniye primerlerin bağlanma aĢaması, 72 °C 1,5 dakika 

DNA‟ nın uzama aĢaması ve 72 °C 5 dakika son ekstansiyon aĢaması ile 

tamamlanmıĢtır (Kıshore L. et al, 1996) . 

 

 

2.2.17.  Agaroz Jel Elektroforezi 

 

PCR ürünlerinin görüntülenmesi için % 1,5‟ luk agaroz jel hazırlanmıĢtır. Marker 

olarak 100bp DNA Ladder kullanılmıĢtır. Marker jel kuyucuklarına 1 μL kadar 

yükleme yapılmıĢtır. Örneklerin yürütülmesinde, 6X DNA Loading „den 2 μL 

alınarak 6 μL örnek ile pipetaj ile karıĢtırılıp jel üzerindeki kuyucuklara koyulmuĢtur. 

YaklaĢık 1 saat süre örnekler yürütülerek DNA görüntüleri elde edilmiĢtir. 

 

 

2.2.18. 16S rDNA Sekans Analizi ile Bakterilerin Tanımlanması ve Filogenetik 

Analizleri 

 

Ġzolatların yapılan PCR çalıĢmaları ile elde edilen ürünler Ġstanbul Medsantek 

firmasında sekans analizleri yaptırılmıĢtır. Elde edilen sekans sonuçları National 

Center of Biotechnology Information‟ ın web sayfasında bulunan BLAST programı 

kullanılarak NCBI GenBank veritabanındaki tanımlanmıĢ türler ile karĢılaĢtırma 

yapılmıĢtır. KarĢılaĢtırma sonucunda seçilen en yakın türler ile filogenetik analizleri 

yapılmıĢtır. Filogenetik ağaçları ise izolatların 16S rDNA sekansları ile MEGA 

(Molecular Evolutionary Genetic Analysis) 7 dizi analiz programı yardımıyla 

uygulanmıĢtır (Shahbazi et al, 2013). OluĢturulan soy ağaçları ile izolatların yakınlık 

dereceleri belirlenmiĢtir. 
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3.  ARAġTIRMA BULGULARI 

 

3.1.  Bakterilerin Ġzolasyonu 

 

Bu çalıĢmada iki farklı toprak örneğinden alınan örnekler seri dilisyonlar yapılarak 

Nutrient agar besiyerine yayma Ģeklinde ekilmiĢtir. ÇalıĢmalarda kullanılacak olan 

15 adet farklı bakteri izole edilmiĢtir. 

 

 

3.2.  Proteaz Üretimi Ġçin En Uygun Bakterilerin Belirlenmesi  

 

Nutrient Agar besi yerinde üretilen bakteriler alınarak proteaz enzimini üretip 

üretmediğinin görüleceği özel skim milk besi yerlerine ekilmiĢtir. 37 °C‟de 18 saat 

inkübasyon uygulandıktan sonra izole edilmiĢ olan bakterilerin skim milk besi 

yerinde üredikleri kolonilerin etrafında Ģeffaf zonlar oluĢturduğu görülmüĢtür. 

Yapılan hesaplamalarla zon çapı daha geniĢ olan iki izolat ( TK2 ve TK3 ) diğer 

aĢamalarda kullanılmak üzere belirlenmiĢtir. 

 

 

     

 

ġekil 3.1 (a) TK2 Ġzolatı Skimmilk Zon       (b) TK3 Ġzolatı Skimmilk Zon  

                     Görüntüsü                                       Görüntüsü 
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3.3.  Bakterilerin Üreme Zamanları ve Bakterilerin Üreme Eğrileri 

 

Optik yoğunlukları sabitlenerek Nutrient Broth besi yerine ekilen ve 150 rpm, 37 °C‟ 

deki inkübatöre konulan bakterilerin inkübasyonu sırasında 6, 24, 32, 48, 56 ve 72. 

saatlerde çıkarılarak örnek alınmıĢ ve bakterilerin üreme seviyeleri kontrol edilerek 

bakterilerin üreme eğrileri belirlenmiĢtir. AĢağıdaki ġekil 3.2 (a) TK2 Üreme Eğrisi 

ve (b) TK3 Üreme Eğrisi‟ nde görüldüğü gibi elde edilen sonuçlar verilmiĢtir. 

 

 

 
 

ġekil 3.2 (a) TK2 Üreme Eğrisi 

 

 

 
 

ġekil 3.2 (b) TK3 Üreme Eğrisi 
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3.4.  Bakterilerin En Ġyi Proteolitik Aktivite Gösterdiği pH Aralıklarının 

Saptanması 

 

Bakterilerin belirlenen üreme zamanından sonra üremenin optimum seviyede 

kalmasını sağlayacak pH değerinin saptanması için bakteriler proteaz aktivitesi 

gösterdiği skim milk besi yerlerine ekilir. Bu skim milk besi yerlerinin pH değerleri 

de pH 7.0, 8.0, 9.0, 10.0 ve 12.0 olarak ayarlanmıĢtır. Ekimi iĢlemi bittikten sonra 

besi yerleri 37 °C‟ de 24 saat boyunca etüve konularak inkübasyonları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Skim milk‟ li besi yerlerinde yapılan çalıĢmalarda TK2 ve TK3 

izolatları için en uygun pH‟ ın 10.0 olduğu diğer pH‟ lara göre tespit edilmiĢtir. 

 

 

3.5. Bakterilerin En Ġyi Proteolitik Aktivite Gösterdiği Sıcaklık Değerlerinin 

Saptanması 

 

En uygun pH‟ ın 10.0 olmasına rağmen farklı pH değerlerinde hazırlanan skim milk 

besi yerlerine ekilen daha önceden geliĢtirilmiĢ bakteriler 24 saat süre boyunca 15 

°C, 20 °C, 25 °C, 37 °C, 50 °C‟ li inkübatörlere konulmuĢtur. Ġnkübasyon süresi 

dolduktan sonra TK2 ve TK3 izolatlarının hem 25 °C‟de hem de 37 °C‟ de etkili 

olduğu saptanmıĢtır. Özellikle 15 °C ve 50 °C‟ de üreme çok az bir noktaya geldiği 

görülmüĢtür. 

 

 

3.6.  Ġzolatların Biyokimyasal Test Sonuçları 

 

Çizelge 3.1. Biyokimyasal Testler 

 

 

 

 

 

 

 

TESTLER TK2  TK3  

Gram boyama + + 

Katalaz Testi + + 

Ġndol Testi - - 

Metil Red Testi - - 

Voges Proskauer Testi + + 

Sitrat Testi - - 
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Gram Boyama Özelliklerinin Belirlenmesi 

 

Ġzole edilen bakterilerin tanımlanmasında önemli olan gram boyama iĢlemi 

sonucunda deneylerde kullanılan TK2 ve TK3 izolatlarının mor renklerde 

görülmelerinden dolayı Gram (+), morfolojilerinin de basil oldukları tespit edilmiĢtir. 

AĢağıda TK2 ve TK3 izolatlarının gram boyama sonuçları ġekil 3.3 (a) TK2 Gram 

Boyaması ve ġekil 3.3 (b) TK3 Gram Boyaması„nda verilmiĢtir.  

 

 

        

 

ġekil 3.3 (a) TK2 Gram Boyaması                      ġekil 3.3 (b) TK3 Gram Boyaması 

                                                                                                

 

Katalaz Testi Sonuçları 

 

Lamın üzerine alınan bakteri örneklerinin üzerine hidrojen peroksit damlatıldıktan 1-

2 dakika sonra lam üzerinde gaz kabarcıkları görülmüĢtür. Ġzolatların katalaz testi 

pozitif olarak belirlenmiĢtir. 
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ġekil 3.4. Katalaz Testi  

 

 

Ġndol Testi Sonuçları 

 

Triptofan besi yerine ekimi yapılıp 5 gün inkübasyona bırakılan izolatlar 5 günün 

sonunda besi yerlerinin hepsine 0,5 mL Kovacs ayıracı damlatılır ve birkaç dakika 

bekletilir. Süre sonunda besi ortamlarının üst tarafında kırmızı halka oluĢmadığı için 

indol testi negatif olarak belirlenmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.5. Ġndol Testi  
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Metil Kırmızısı Testi 

 

Clark-Lubs besi yerlerine ekim yapılmıĢ ve inkübasyon için 7 gün boyunca 

inkübatörde bekletildikten sonra süre sonunda besi yerlerine metil red kimyasalından 

4-5 damla damlatılmıĢ ve kırmızı renk oluĢmadığı için metil kırmızı testi negatiftir. 

 

 

 

ġekil 3.6. Metil Kırmızısı Testi 

 

 

Voges –Proskauer Testi 

 

Besi yeri olarak clark – lubs besi yerlerine ekim yapılarak 7 gün boyunca 

inkübasyona bırakılan örneklere inkübasyon sonunda 1 ml oranında olacak Ģekilde 

0,2 mL % 40‟ lık KOH, 0.6 mL % 5‟ lik alfa naftol ve 1 mL‟ ye tamamlana kadar saf 

etanol koyularak hazırlanan solüsyon damlatılır ve 4 saat boyunca 37 °C‟de 

bekletildikten sonra besi ortamları pembe rengine dönüĢmüĢtür. Besi yerlerinin 

pembe renk oluĢu nedeniylevvoges – proskauer testi pozitif olarak tespit edilmiĢtir. 

 



57 

 

  

 

ġekil 3.7. Voges – Proskauer Testi  

 

 

Sitrat Testi 

 

Bakteriler sitrat agar besi yerine ekimi yapılır sonra 7 gün 37 °C‟ de inkübasyona 

bırakılır ve süre sonunda besi ortamlarının baĢlangıçtaki yeĢil rengi korumaya devam 

ettiği için örneklerin sitratı kullanmadığı ve sitrat testinin negatif olduğu 

görülmüĢtür. 

 

 

 

ġekil 3.8. Sitrat Testi  
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3.7.  Proteaz Aktivite Tayini 

 

Yapılan çalıĢmalar sonucunda uygun enzim üretim besi yerinde üretilen izolatlar 

Takami ve arkadaĢlarının belirtmiĢ olduğu yönteme göre farklı sıcaklık değerleri ve 

farklı pH değerlerine göre incelenmiĢtir. % 0.65 oranında kazein içeren pH 7‟lik 

Sodyum Fosfat ve pH 9‟luk, pH 10‟lık ve pH 12‟ lik Glisin – NaOH tamponları 

kullanılarak TK2 ve TK3 izolatlarının her hücre baĢına düĢen üretilen proteaz enzim 

miktarları ( U /ml /g ) ölçülmüĢtür. Ġki izolattan da elde edilen değerler aĢağıdaki 

Çizelge 3.2.(a) TK2 proteaz aktivite sonuçları ve  

Çizelge 3.2.(b) TK3 proteaz aktivite sonuçları‟ nda açıklanmıĢtır.
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Çizelge 3.2.(a) TK2 Proteaz Aktivitesi 

 

TK 2 

ĠZOLATI 

( U / g/mL) 

 

pH 7.0 pH 9.0 pH 10.0 pH 12.0 

 
24.saat 48.saat 

72.saa

t 
24.saat 48.saat 

72.saa

t 
24.saat 48.saat 

72.saa

t 
24.saat 48.saat 72.saat 

15 

° C 
41.264 26.605 74.947 32.946 19.272 59.930 32.226 25.347 42.749 39.468 23.409 53.856 

25 

° C 
69.556 90.648 62.584 60.471 67.756 81.878 31.418 50.172 74.503 78.100 81.024 61.010 

37 

° C 
66.676 90.153 72.344 59.931 73.783 67.441 31.148 53.410 70.904 37.579 87.994 73.018 

50 

° C 
16.487 29.483 29.529 15.182 27.460 74.952 16.936 21.924 25.931 15.182 19.856 25.031 



60 

 

Çizelge 3.2.(b) TK3 Proteaz Aktivitesi 

 

TK 3 

ĠZOLATI 

(U / g/mL) 

pH 7.0 pH 9.0 pH 10.0 pH 12.0 

 24.saat 48.saat 72.saat 24.saat 48.saat 72.saat 24.saat 48.saat 72.saat 24.saat 48.saat 72.saat 

15 

° C 
43.242 27.999 87.901 25.386 22.015 76.301 30.877 25.976 56.198 33.665 23.771 57.052 

25 

° C 
46.304 62.198 68.206 49.272 75.627 51.791 28.180 37.809 63.844 91.008 93.347 63.709 

37 

° C 
46.889 86.600 74.097 45.090 69.870 73.693 38.884 41.447 64.968 72.209 81.881 67.262 

50 

° C 
18.285 29.071 31.912 39.378 29.574 30.878 22.350 27.863 21.299 17.386 20.485 54.739 
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3.8.  Tirozin Grafiğinin Hazırlanması 

  

Yapılan çalıĢmalar sonucunda aĢağıda verilen Çizelge 3.2. Tirozin Grafiğinin 

Değerler‟ de belirtilendeğerler kullanılarak tirozin grafiği çizilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 3.3. Tirozin Grafiğinde Kullanılan Değerler 

 

10 μg/ml tirozin 0,137 OD 

20 μg/ml tirozin 0,209 OD 

30 μg/ml tirozin 0,426 OD 

40 μg/ml tirozin 0,644 OD 

50 μg/ml tirozin 0,803 OD 

100 μg/ml tirozin 1,260 OD 

150 μg/ml tirozin 2,128 OD 

200 μg/ml tirozin 2,451 OD 

 

 

 

 

 

ġekil 3.9. Tirozin Standartı 

 

y = 0,0126x + 0,0634 
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3.9.  Proteaz Enzim Üretimine Ġnkübasyon Sıcaklığının ve Ortam BaĢlangıç pH 

Değerinin Etkisi 

 

Kültürden alınan izolatlar farklı pH‟ lara ayarlanmıĢ uygun enzim üretim besiyeri 

olarak kabul edilen ortama ekilir ve 18 saat süre ile inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyondan sonra proteaz aktivite yöntemi ile hesaplamalar yapılarak izolatların 

bulundukları ortamın pH değerinin proteaz enzimi üretimine etkisine bakılmıĢtır. 

Buna göre TK2 izolatı için en uygun pH‟ ın 7.0 olduğu pH 12.0 de de enzim 

üretiminin yüksek olduğu fakat pH 9.0 ve pH 10.0 değerlerinin istenen seviyede 

olmadığı belirlenmiĢtir.TK3 izolatı için ise en yüksek enzim miktarı pH 12.0 de 

bulunduğu pH 7.0 değerlerinin çok az daha düĢük olduğu ve pH 9.0, pH 10.0 

değerlerinin pH 12.0 değerine ulaĢamadığı görülmüĢtür. Sayısal sonuçlar da 

aĢağıdaki ġekil 3.9. (a,b,c,d) ve ġekil 3.10. (a,b,c,d) „da belirtilmiĢtir. 

 

Sıcaklığın proteaz enzimi üretimindeki etkisini belirlemek için önceden geliĢtirilen 

izolatlarımız uygun enzim üretim besi yerine aĢılanarak 18 saat boyunca 15 °C, 25 

°C, 37 °C, 50 °C‟ lere ayarlanmıĢ inkübatörlere konulmuĢtur. Süre sonunda protein 

aktivite tayini yöntemi ile gerekli hesaplamaları yapılmıĢ ve uygun sıcaklık değerleri 

belirlenmiĢtir. Buna göre TK2 ve TK3 izolatlarının 15 °C‟ de üremenin çok az bir 

değerde olduğu, 25 °C, 37 °C‟ lerde ise enzim üretiminin optimum seviyeye çıktığı 

ve 50 °C‟ de de üremenin düĢerek çok az bir seviyeye gerilediği tespit edilmiĢtir. 

AĢağıda ġekil 3.9. (a,b,c,d) TK2‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH 

Değerlerinin Proteaz Enzim Üretimine Etkileri ve ġekil 3.10. (a,b,c,d) TK3‟ de 

Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin Proteaz Enzim Üretimine 

Etkileri‟ nde elde edilen enzim üretim miktarları verilmiĢtir. 
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ġekil 3.10. (a) TK2‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 7.0) 

 

 

 

 

ġekil 3.10. (b) TK2‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 9.0) 
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ġekil 3.10. (c) TK2‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 10.0) 

 

 

 

 

ġekil 3.10. (d) TK2‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 12.0) 
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ġekil 3.11. (a) TK3‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 7.0) 

 

 

 

  

 

ġekil 3.11. (b) TK3‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 9.0) 
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ġekil 3.11. (c) TK3‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 10.0) 

 

 

 

 

 

ġekil 3.11. (d) TK3‟ de Ġnkübasyon Sıcaklığının ve BaĢlangıç pH Değerlerinin 

                         Proteaz Enzim Üretimine Etkileri (Reaksiyon pH‟ı: pH 12.0) 
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3.10. Proteaz Enzim Üretiminde Ġnkübasyon Süresinin Etkilerinin Sonuçları 

 

Uygun enzim üretim besi yerine ekilmiĢ olan izolatlar daha önceden belirlenmiĢ olan 

uygun pH ve uygun sıcaklığa ayarlanmıĢ etüve konularak inkübasyona bırakılır ve 6, 

12, 18, 24, 48 ve 72 saatlerde örnek alınarak her saate göre protein aktivite yöntemi 

ile enzim miktarı ölçülmüĢtür. 6,12 ve 18 saatlerde enzim üretiminin ya çok çok 

düĢük ya da istenilen seviyelerde olmadığı için değerlendirilmeye alınmamıĢtır. 

Ölçülen enzim miktarları sonucuna göre de TK2 ve TK3 izolatlarının en yüksek 

aktivite 48.saatte ulaĢıldığı tespit edilmiĢ ve sonuçlar aĢağıdaki ġekil 3.12. (a) TK2 

izolatının inkübasyon süresi – enzim iliĢkisi ve ġekil 3.12. (b) TK3 izolatının 

inkübasyon süresi – enzim iliĢkisi ‟ nde gösterilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.12. (a) TK2 izolatının inkübasyon süresi – enzim iliĢkisi ( Reaksiyon iĢlemi 

                         pH 7.0 ve sıcaklık 25 °C olarak ayarlanmıĢtır.) 
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ġekil 3.12. (b) TK3 izolatının inkübasyon süresi – enzim iliĢkisi (Reaksiyon iĢlemi 

                         pH 12.0 ve sıcaklık 25 °C olarak ayarlanmıĢtır.) 

 

 

3.11. Sodyum Tetraborat Dekahidrat’ ın Proteaz Üretimine Etkisinin Sonuçları 

 

Proteaz enziminin üretiminde kullanılan besi yerlerinin içine örneklerin alındıkları 

bölgenin bor madeni olmasından dolayı bir bor türevi olan Sodyum Tetraborat 

Dekahidrat konulmuĢ ve izolatların ekimleri yapılmıĢtır. Etkisinin belirlenmesi 

içinde protein aktivite yöntemi uygulanarak dıĢarıdan bor türevinin etkisi 

belirlenmiĢtir. Bu etkinin negatif olduğu ve enzim üretimini yarı yarıya düĢürdüğü 

belirlenmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

20.000

40.000

60.000

80.000

100.000

24 48 72

91.008 93.347 

63.709 

P
ro

te
az

 A
k
ti

v
it

es
i 

(U
g
/m

L
) 

Süre (Saat) 



69 

 

Çizelge 3.4. Sodyum Tetraborat Dekahidrat‟ ın Proteaz Üretimine etkisi 

 

 
TK2 TK3 

Bor Türevi Ġlaveli Besi 

Yerinde Proteaz 

Aktivitesi (U g/mL) 

77.26 75.76 

Normal Enzim Besi 

Yerinde Proteaz 

Aktivitesi (U g/mL) 

89.59 90.35 

 

                 (Reaksiyon TK2 için 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 için 25 °C,  

                  pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmıĢtır.) 

 

 

3.12. Farklı Karbon Kaynaklarının Proteaz Enzimi Üretimine Etki Sonuçları 

 

Uygun proteaz enzimi üretim besi yerinde karbon kaynağı olan glikoz çıkarılıp 

yerine önce sakkaroz konularak bakteri ekilmiĢ ve proteaz enzimine protein aktivite 

yöntemi ile bakılmıĢ ama glikozlu besi yerindeki enzim üretim miktarından daha 

düĢük miktar elde edilmiĢtir. Aynı durum glikoz yerine kullanılan karbon kaynağı 

niĢasta içinde geçerlidir. NiĢastalı enzim üretim besi yeri de çok düĢük miktarlarda 

enzim elde edildiğinden karbon kaynağının glikoz olması uygun bulunmuĢtur.  
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Çizelge 3.5. (a) Karbon Kaynağı Olarak NiĢasta Kullanılan Besi Yerinin Proteaz 

                          Üretimine Etkisi 

 

 TK2 TK3 

NiĢasta Ġlaveli 

(Glikozsuz) Besi Yerinde 

Proteaz Aktivitesi (U 

g/mL) 

76.37 78.14 

Normal (Glikozlu) 

Enzim Besi Yerinde 

Proteaz Aktivitesi (U 

g/mL) 

89.59 90.35 

 

                         (Reaksiyon TK2 için 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 için 25 °C, 

                           pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmıĢtır.) 

 

 

Çizelge 3.5. (b) Karbon Kaynağı Olarak Sakkaroz Kullanılan Besi Yerinin Proteaz 

                          Üretimine Etkisi 

 

 TK2 TK3 

Sakkaroz Ġlaveli 

(Glikozsuz) Besi Yerinde 

Proteaz Aktivitesi (U 

g/mL) 

72.39 72.83 

Normal (Glikozlu) 

Enzim Besi Yerinde 

Proteaz Aktivitesi (U 

g/mL) 

89.59 90.35 

 

                         (Reaksiyon TK2 için 25 °C, pH 7.0 ve 48. saat ve TK3 için 25 °C,  

                          pH 12.0 ve 48. Saat olarak ayarlanmıĢtır.) 
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3.13. TK2 Adlı SuĢun PCR ve 16S rDNA Sekans Analizinin Yapılması 

 

PCR iĢlemlerinde 16S rDNA bölümleri çoğaltılarak elde edilen son ürünler 

hazırlanan % 1 „lik agaroz jele yüklenerek elektoroforezde yürütme iĢlemleri 

yapılmıĢtır. Yürütme iĢlemleri sonucunda oluĢturulan PCR ürünleri yaklaĢık 1000 

bp‟ de görüntülenmiĢtir. PCR ürünlerinin sıcaklık ve MgCl2 farklı konsantrasyonları 

denenerek elektroforez sonuçları elde edilmiĢtir. Bağlanma için en uygun sıcaklığın 

52 °C olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

                      

 

ġekil 3.13. TK2 Adlı SuĢa Ait PCR Ürünlerinin Primer Bağlanma Sıcaklıkları 

 

 

TK2 kodlu suĢ için primer bağlanma sıcaklığı optimum değeri belirlendikten hemen 

sonra primer bağlantılarının kuvvetlendirilmesi için farklı MgCl2 konsantrasyonları 

denenerek en uygun MgCl2 değerinin 2 mM olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

                                     

ġekil 3.14. TK2 Adlı SuĢa Ait PCR Ürünlerinin Farklı MgCl2 Konsantrasyonları 
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3.14. TK2 Adlı SuĢun Tanımlanması ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

 

Filogenetik analiz yapılırken distance matrix diye bilinen (uzaklık matriksi) yöntemi 

kullanılmıĢtır. Bu yöntem ile elde edilen veriler ile filogenetik soy ağacı 

oluĢturulmuĢtur. Filogenetik analiz için MEGA 7 programı kullanılmıĢtır. TK2 adlı 

suĢla ilgili veriler bu programa yüklenerek TK2 suĢuna en yakın homolojiyi gösteren 

türler ile filogenetik iliĢki belirlenmiĢtir. Yapılan BLAST çalıĢmaları sonucunda TK2 

adlı suĢ gen bankasında tanımlanmıĢ olan türler arasında Bacillus cereus, Bacillus 

thuringiensis ve Bacillus toyonensis türlerine yaklaĢık olarak % 99 oranlarında 

benzerlik göstermiĢtir. Ancak en yakın tür olarak Bacillus cereus ATCC 14579 

türüne % 100‟ e yakın oranda homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir. TK2 suĢuna en uzak 

homolojiyi ise Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232 türü göstermiĢtir. 

 

MEGA 7.0 programında 16S rDNA bölgelerine göre sıralanan dizileri uzaklık 

matriksine bağlı olarak neighbour-joining tree (soy ağacı) oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan bu soy ağacının doğruluğunu belirtmek için de 500 tekrarlı bootstrap 

(seç-bağla) analizi uygulanmıĢtır. 
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ġekil 3.15. TK2 suĢuna ait neighbour-joining yöntemiyle oluĢturulan dendrogram 

                   (0.00150: Nükleotidler arasındaki uzaklığı göstermektedir.) 
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      ġekil 3.16. 16S rDNA dizi verileri yardımıyla TK2 suĢu için oluĢturulan türlerin eĢleĢtirme değerleri 
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3.15. TK3 Adlı SuĢun PCR ve 16S rDNA Sekans Analizinin Yapılması 

 

PCR iĢlemlerinde 16S rDNA bölümleri çoğaltılarak elde edilen son ürünler 

hazırlanmıĢ olan % 1 „lik agaroz jele yüklenerek elektoroforezde yürütme iĢlemleri 

yapılmıĢtır. Yürütme iĢlemleri sonucunda oluĢturulan PCR ürünleri yaklaĢık 1000 

bp‟ de görüntülenmiĢtir. PCR ürünlerinin sıcaklık ve MgCl2 farklı konsantrasyonları 

denenerek elektroforez sonuçları elde edilmiĢtir. Primer bağlanması için en uygun 

sıcaklığın 52 °C olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

                      

ġekil 3.17. TK3 Adlı SuĢa Ait PCR Ürünlerinin Primer Bağlanma Sıcaklıkları 

  

 

TK3 kodlu suĢ için primer bağlanma sıcaklığı optimum değeri belirlendikten hemen 

sonra primer bağlantılarının kuvvetlendirilmesi için farklı MgCl2 konsantrasyonları 

denenerek en uygun MgCl2 değerinin 2 mM olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

                                     
 

ġekil 3.18. TK3 Adlı SuĢa Ait PCR Ürünlerinin Farklı MgCl2 Konsantrasyonları 
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3.16. TK3 Adlı SuĢun Tanımlanması ve Filogenetik Analiz Sonuçları 

 

Filogenetik analiz yapılırken distance matrix diye bilinen (uzaklık matriksi) yöntemi 

kullanılmıĢtır. Bu yöntem ile elde edilen veriler ile filogenetik soy ağacı 

oluĢturulmuĢtur. Filogenetik analiz için MEGA 7 programı kullanılmıĢtır. TK3 adlı 

suĢla ilgili veriler bu programa yüklenerek TK3 suĢuna en yakın homolojiyi gösteren 

türler ile filogenetik iliĢki belirlenmiĢtir. Yapılan BLAST çalıĢmaları sonucunda TK3 

adlı suĢ gen bankasında tanımlanmıĢ olan türler arasında Bacillus toyonensis, 

Bacillus cereus ve Bacillus thuringiensis türlerine yaklaĢık olarak % 99 oranlarında 

benzerlik göstermiĢtir. Ancak en yakın tür olarak Bacillus toyonensis strain BCT-

7112 türüne % 100‟ e yakın oranda homoloji gösterdiği belirlenmiĢtir. TK3 suĢuna 

en uzak tür ise Bacillus manliponensis strain BL4-6 olduğu belirlenmiĢtir. 

 

MEGA 7.0 programında 16S rDNA bölgelerine göre sıralanan dizileri uzaklık 

matriksine bağlı olarak neighbour-joining tree (soy ağacı) oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan bu soy ağacının doğruluğunu belirtmek için de 500 tekrarlı bootstrap 

(seç-bağla) analizi uygulanmıĢtır. 
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ġekil 3.19. TK3 suĢuna ait neighbour-joining yöntemiyle oluĢturulan dendrogram 

                   ( 0.00150: Nükleotidler arasındaki uzaklığı göstermektedir.) 
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               ġekil 3.20. 16S rDNA dizi verileri yardımıyla TK3 suĢu için oluĢturulan türlerin eĢleĢtirme değerleri 
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4. SONUÇLAR VE TARTIġMA  

 

Bu çalıĢmada Balıkesir ilinin Bigadiç ilçesinde bulunan bor madeninden iki farklı 

noktadan alınan toprak örneklerinden 15 adet bakteri izolasyonu yapılmıĢtır. Skim 

milk besiyerine ekilen izolatlar 18 saat süre ile 37 °C sıcaklıkta inkübasyona 

bırakılarak inkübasyon sonunda bakterilerin oluĢturdukları zon çaplarına göre 

aralarında en yüksek proteaz aktivitesi gösteren iki izolat ( TK2 ve TK3 ) 

belirlenmiĢtir. Ward (1985), Flavobacterium pectinovorum ile yaptıkları çalıĢmada 

en yüksek aktiviteyi skim milk varlığında olduğunu belirlemiĢlerdir. Nadeem ve ark. 

(2008) topraktan izolasyonunu yaptıkları Bacillus cinsi bakterileri skim milk besi 

yerlerine „yayma‟ yöntemi ile ekerek, 37 °C‟ de 18 saat süre ile inkübasyona 

bırakmıĢlar ve bakterilerin oluĢturdukları zon çaplarına göre, bakterilerin proteaz 

aktivitesi miktarlarını belirlemiĢlerdir. Carlisle ve Falkinham (1989) ise skim milkli 

besi yerlerine Bacillus sp. kültürlerini  „damlatma‟ ve „sürme‟ metodları ile ekmiĢler, 

bakterilerin oluĢturdukları zonları milimetrik olarak ölçerek proteaz aktivite 

miktarlarını belirlemiĢlerdir. 

 

Ġzole edilen bakterilerin besi ortamında üretilmesinde TK2 ve TK3 izolatları için 

optimum sıcaklığın 25 °C olduğu belirlenmiĢtir. Joshi ve ark (2007),  Bacillus cereus 

MTCC 6840 suĢuyla yaptıkları çalıĢmalarda proteaz enziminin en yüksek aktivite 

değerlerini pH 9.0 ve 20 °C‟de olduğunu belirtmiĢlerdir. Jinsong ve ark (2006), ise 

Bacillus cereus SYP-A2-3 suĢundan elde ettikleri proteaz enziminin 0°C‟de % 6, 

25°C‟de % 60 oranında aktivite gösterdiklerini belirtmiĢlerdir. 

 

Yossan ve ark. (2006), Bacillus türleri üzerine yaptıkları çalıĢmalarda, en uygun 

sıcaklık değerinin 45 °C olduğunu belirlemiĢlerdir. Qadar ve ark. (2009), Bacillus sp. 

türünden elde ettikleri proteaz enziminin uygun sıcaklık değerinin 35 °C‟de en iyi 

aktivite sonuçlarını gösterdiğini belirtmiĢlerdir. 

 

Proteaz enziminin eldesinde uygun pH olarak pH 7.0 olarak yapılan çalıĢmalarla 

belirlenmiĢtir. Wang ve ark (2008), Pseudoalteromonas NJ276 suĢundan elde 

ettikleri proteaz enziminin optimum pH 5.0 – 12.0 arasında en iyi aktivite 
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değerlerinin oluĢtığu belirlemiĢlerdir. Kobayashi ve ark (2007), ise Alkaliphilus 

transvaalensis suĢundan elde ettikleri enzimin optimum pH değerinin 12.6‟ da 

aktivite gösterdiğini belirlemiĢlerdir. Nedra ve ark. (2007)‟ da Bacillus licheniformis 

NH1 enziminin en iyi pH değerlerinin pH 10.0-11.0 aralığında olduğunu 

bildirmiĢlerdir. Reddy ve arkadaĢları‟ da 2008 yılında yaptıkları çalıĢmada topraktan 

Bacillus sp. RKY3„ ten izole ettikleri proteaz enziminin pH 7.0 – 9.0 aralığında 

yüksek oranda aktif olduğunu ve pH 5.0 – 11.0„e kadar olan aralıklarda kararlılık 

gösterdiği de belirtilmiĢtir. Yossan ve ark. (2006), Bacillus türleri üzerine yaptıkları 

çalıĢmalarda, bakterinin optimum pH değerinin 10.0 olduğunu tespit etmiĢlerdir. 

Qadar ve ark. (2009), bir Bacillus sp. türünden elde ettikleri proteaz enziminin en 

yüksek aktiviteyi pH 7.0‟ da gösterdiğini belirlemiĢlerdir. Shaheen ve ark. (2008), 

yaptıkları çalıĢmada Bacillus subtilis‟ ten elde edilen proteaz enziminin pH 11.0‟ de 

en yüksek aktiviteyi gösterdiğini belirlemiĢlerdir. Safey ve ark. (2004) ise Bacillus 

subtilis ile yaptıkları çalıĢma sonucunda elde ettikleri proteazın pH 7.0‟ de en iyi 

aktiviteyi gösterdiğini belirtmiĢlerdir. 

 

ÇalıĢmalar için uygun pH ve uygun sıcaklık değerleri altında proteaz enziminin 

aktivite değerlerine inkübasyon süresi olarak 48.saatte ulaĢılmıĢtır. Mahmoud ve 

arkadaĢlarının 2005 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda B. sphaericus B-5 ve B. 

subtilis B-6 için en uygun inkübasyon süresini 48. saat olarak belirlemiĢlerdir. 

Quadar ve arkadaĢlarının 2009‟ da yaptıkları çalıĢmalarda Bacillus sp. PCSIR EA-3 

türünün inkübasyonunda 48. saatin maksimum proteaz aktivitesine ulaĢılırken, 72. 

saatten sonra enzim üretimi değerlerinin düĢmeye baĢladığı belirtilmiĢtir. 

 

Elde edilen izolatlara yapılan biyokimyasal testlerden Gram boyama iĢlemi ile TK2 

ve TK3 izolatları Gram (+) özellik gösterdikleri belirlenmiĢtir. Sharmin ve Rahman 

(2007)‟ nin Bacillus FS-1 ile yaptıkları çalıĢmalarda uyguladıkları Gram boyama 

iĢlemi sonucunda izole ettikleri türün Gram (+) olduğunu belirtmiĢtir. Proteaz 

üretimi yapılan bakteriler genel olarak Gram (+) oldukları literatürler de 

belirtilmiĢtir.  
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ÇalıĢmalarda kullanılan suĢlara hidrojen peroksit damlatılarak katalaz testi 

uygulanmıĢ ve sonucun pozitif olduğu belirlenmiĢtir. F. Sharmin. and M. Rahman 

2007 yılında Bacillus strain FS-1 ile yaptıkları çalıĢmada da % 30‟ luk hidrojen 

peroksit ile katalaz testini denemiĢler ve sonucu pozitif olarak belirlemiĢlerdir. 

 

SuĢlar bir gün önceden canlandırılarak taze olarak triptofan besi yerine ekildikten 

sonra 37 °C ayarlanmıĢ inkübatörde 5 gün bekletilmiĢ ve sürenin sonunda 0.5 mL 

Kovacs ayıracı damlatılarak renk değiĢimi gözlenmemiĢ ve bu yüzden indol testinin 

negatif olduğu tespit edilmiĢtir. F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yılında Bacillus 

strain FS-1 ile yaptıkları çalıĢmada 24 saat boyunca taze olarak ürettikleri suĢlarını 1-

3 gün boyunca 37 °C de inkübatöre bırakmıĢlar ve sürenin sonunda örneklere Kovacs 

ayıracı damlatarak renk değiĢimine bakmıĢlar, renk değiĢimi olmadığı içinde indol 

testinin sonucunu negatif olarak belirlemiĢlerdir. 

 

Taze olarak canlandırılan suĢlarımız clark-lubs besi yerine ekilmiĢ ve 7 gün boyunca 

37 °C de inkübatörde bekletilmiĢtir. 7. günün sonunda besi yerlerine metil red 

damlatılarak değiĢime bakılmıĢ ama değiĢiklik olmadığı için metil kırmızısı testi 

negatif kabul edilmiĢtir. F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yılında Bacillus strain FS-

1 ile yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda da denemiĢ oldukları metil red testinin pozitif 

olduğunu belirtmiĢlerdir. 

 

Biyokimyasal testlerden bir diğeri olan Voges-Proskauer testi için bir gün önceden 

ekilmiĢ olan taze suĢlarımız clark-lubs besi yerlerine ekilerek 5 gün inkübasyona 

bırakılmıĢ, süre sonunda ortamlara 1 mL kadar 0. 2 mL % 40‟ lık KOH, 0.6 mL % 5‟ 

lik alfa naftol ve 1 mL‟ ye tamamlanacak Ģekilde saf etanol damlatılarak birkaç saat 

bekletilmiĢtir. Birkaç saatin sonunda besi ortamlarında belirgin renk değiĢimi olduğu 

gözlenmiĢ ve VP testinin pozitif olduğunu belirlenmiĢtir. Literatüre bakıldığında da 

F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yılında Bacillus strain FS-1 ile yapmıĢ oldukları 

çalıĢmalarda 1 mL‟ lik bakteri kültürlerini peptonlu fosfat ortamlarına ekmiĢler 

inkübasyona bırakıp çıkardıktan sonra ortamların üzerine 0. 2 mL % 40‟ lık KOH, 

0.6 mL % 5‟ lik alfa naftol ve 1 mL‟ ye tamamlanacak Ģekilde saf etanol konularak 
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hazırladıkları solüsyonu damlatarak ortamın turuncu- kırmızı tonlarına değiĢtiğini 

belirleyerek VP testinin pozitif olduğunu ifade etmiĢlerdir. 

 

Biyokimyasal testlerin sonuncusu olan sitrat testi için taze kültürler Simon‟s Sitrat 

Agar besi yerine ekilmiĢ olarak 7 gün boyunca 37 °C de inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda baĢlangıçtaki ortam rengini koruduğu ve değiĢiklik 

göstermediği için sitrat testi negatif olduğu belirlenmiĢtir. Literatüre bakıldığı zaman 

ise F. Sharmin. and M. Rahman 2007 yılında Bacillus strain FS-1 ile yapmıĢ 

oldukları çalıĢmalarda bakteri kültürlerini iğne yardımıyla 1 inch miktarında tüplere 

yatık Ģekilde ekmiĢler 3 gün boyunca 37 °C de inkübasyona bırakmıĢlardır. Süre 

sonunda tüplerin baĢlangıçtaki yeĢil renginin parlak mavi renge dönüĢtüğünü ve 

bakterilerin sitratı kullandığını tespit ederek sitrat testini pozitif olarak 

belirlemiĢlerdir. 

 

Yapılan proteaz aktivite tayinleri sonucunda bir ünite (U/g/mL) enzim aktivitesi, 

dakikada 1 μg tirozinin ortaya çıkması için gerekli enzim miktarı olarak belirtilmiĢtir. 

Bu bağlamda 1 μg tirozinin ortaya çıkması için TK2 suĢunda gerekli enzim miktarı 

89.59 U/g/mL ve TK3 suĢunda 1 μg tirozinin ortaya çıkması içingerekli enzim 

miktarı 90.35 U/g/mL olarak ölçülmüĢtür. 

 

Bakteri suĢlarımız için belirlenmiĢ olan uygun enzim üretim besi yerlerine 

suĢlarımızın bu ortamda üretmiĢ oldukları proteaz miktarlarını proteaz aktivite 

yöntemi kullanılarak belirlenmiĢtir. Bu yöntem sonucunda TK2 bakteri suĢunun 

uygun reaksiyon Ģartları altında üretmiĢ olduğu proteaz miktarı 90.648 Ug / mL 

olarak belirlenmiĢtir. TK3 bakteri suĢu ise uygun reaksiyon Ģartları altında ürettiği 

proteaz miktarı 93.347 Ug / mL olarak belirlenmiĢtir. Literatüre bakıldığında Pant ve 

arkadaĢlarının (2015) B. subtilis kullanarak ürettikleri proteaz dakikada 143.73 Ug / 

mL aktivite göstermektedir.  

 

Yapılan çalıĢmalar ile elde edilen proteaz enziminin üretimine enzimin üretildiği 

ortamın pH değerinin büyük önem taĢıdığı belirlenmiĢtir. Bu bağlamda TK2 suĢu 

için yapılan deneyler sonucu en yüksek proteaz miktarlarına pH 7.0‟ da ulaĢılmıĢ 
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olup yaklaĢık 90.648 Ug / mL değeri ölçülmüĢtür. Diğer değerlere bakıldığında ise 

pH 12.0‟ ye ayarlanan enzim üretim ortamında proteaz miktarı 87.994 Ug / mL 

olarak ölçülmüĢtür. pH 9.0 ve pH 10.0‟a ayarlanmıĢ enzim üretim ortamlarında 

üretilen proteaz miktarı yeterli görülmemiĢtir. TK3 suĢu ile yapılan deneylerde enzim 

üretiminin pH 12.0‟ ye ayarlanan ortamda 93.347 Ug / mL değeri ile en yüksek 

miktar ölçülmüĢtür. Diğer pH değerlerine sahip ortamlara bakıldığında ise pH 7.0‟ a 

ayarlanmıĢ olan ortamda 86.600 değeri ölçülerek kabul edilebilir olarak 

belirlenmiĢtir. Diğer pH değerlere yeterli seviyede görülmemiĢtir. Wang ve 

arkadaĢlarının 2008 yılında, Pseudoalteromonas NJ276 suĢu ile yaptıkları 

çalıĢmalarda ekstraselüler proteaz enzimi üretmiĢler ve enzimin optimum pH 5.0-

12.0 aralığında en iyi aktivite gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Kobayashi ve 

arkadaĢlarının 2007 yılında yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda Alkaliphilus 

transvaalensis suĢundan ürettikleri enzimin optimum pH değerinin 12.6 olduğunu 

belirlemiĢlerdir. Qadar ve arkadaĢlarının 2009 yılında yaptıkları bir çalıĢmada 

Bacillus sp.‟den ürettikleri proteaz enziminin maksimum aktiviteyi pH 7.0‟ da 

gösterdiğini belirlemiĢlerdir. Bacillus subtilis ile çalıĢmalar yapan Safey ve 

arkadaĢları (2004), elde etmiĢ oldukları proteazın pH 7.0‟ da en iyi aktiviteyi 

gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Horikoshi ve arkadaĢlarının (1990) Bacillus sp. AH-

101‟den ürettikleri alkalen proteazın pH 11.0 -12.0‟de en yüksek aktiviteyi 

gösterdiğini belirtmiĢlerdir.  

 

Elde edilen proteaz enziminin aktivitesine en uygun sıcaklık değerinin bulunması 

yapılan çalıĢmalar sonucu TK2 ve TK3 suĢlarının her ikisi içinde 25 °C 

belirlenmiĢtir. Her iki suĢ içinde uygun pH ortamında 25 °C sıcaklıkta en yüksek 

proteaz miktarları ölçülmüĢtür. Jinsong ve ark (2006), Bacillus cereus SYP-A2-3 

suĢundan izole edilen proteaz enziminin 0°C‟de %6, 25°C‟de %60 relatif aktivite 

gösterdiğini belirtmiĢlerdir. Hui ve arkadaĢlarının 2009 yılında Penicillum 

chrysogenum FS010 suĢu ile yaptıkları çalıĢmalar ile elde ettikleri proteaz enziminin 

15 °C - 35 °C yüksek aktivite gösterdiğini belirtmiĢlerdir. 

 

ÇalıĢma da uygun Ģartlar ayarlanarak hazırlanan ortamların en yüksek proteaz 

aktiviteyi belirlemek için ortamlar inkübasyona bırakılır ve belirli saatlar baz 
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alınarak ölçümler yapılmıĢtır. Bu ölçümlerin sonucunda hem TK2 hem de TK3 için 

en yüksek aktiviteye 48. saat de ulaĢılmıĢtır. Mahmoud ve arkadaĢları 2005 yılında 

yaptıkları çalıĢmada B. sphaericus B-5 ve B. subtilis B-6 suĢları için optimum 

inkübasyon süresini 48 saat olarak belirlemiĢlerdir. Qadar ve arkadaĢlarının 2009 

yılında yaptıkları çalıĢmada Bacillus sp. PCSIR EA-3 suĢu için 48. saatlik 

inkübasyon süresi sonunda en yüksek alkalen proteaz aktivitesi belirlenirken, 72. 

saatten sonra proteaz enzim üretiminde düĢüĢ görüldüğü belirlenmiĢtir. 

 

SuĢların borlu topraktan alındığı için proteaz enzim üretim besi yerine bir bor türevi 

olan Sodyum Tetraborat Dekahidrat eklenerek etkilerine bakıldı ancak negatif bir 

etki yaparak proteaz enzim miktarını düĢürdüğü gözlemlendi. TK2 için ölçülen 

proteaz enzim miktarı 77.26 U / mg, TK3 için de 75.76 U / mg‟ dır. Dahot 1994, 

Nascimento ve Martins 2004, Vidyasagar ve ark. 2009 yıllarında, proteaz enzimi 

üzerine yapmıĢ oldukları çalıĢmalarda kullanılan Cu
+2

, Hg
+2

, Ag
+2

, K
+2

 ve Zn
+2

 gibi 

iyonların enzim aktivitesini düĢürdüğünü belirlemiĢlerdir. 

 

Proteaz enzimi üretimi için belirlenen enzim üretim besi yeri karbon kaynağı olarak 

glikoz kullanılmıĢ ve böylelikle enzim aktivitesinin yüksek olması sağlanmıĢtır. 

Glikoz yerine karbon kaynağı olarak aynı miktarlarda sakkaroz ve niĢasta kullanılmıĢ 

fakat elde edilen enzim miktarları glikoza göre daha düĢük seviyelerde kalmıĢtır. 

Sakkarozlu besi yerlerinde TK2 de 72.39, TK3 de 73.83 U / mg, glikozlu besi 

yerlerinde ise ölçülen değerler ise TK2 de 89.59, TK3 de 90.35 U / mg olarak 

ölçülmüĢtür. NiĢastalı besi yerlerinde TK2  ile ölçülen değer 76.37 U / mg ve TK3 

için ise 78.14 U / mg‟ dır. Yuksekdağ ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada (2004), B. 

subtilis ve B. megaterium türlerinde en yüksek proteaz aktivitesini sağlayan karbon 

kaynağı glikoz olduğunu belirtmiĢlerdir. Gessesse ve Gashe 1997 yılında yaptıkları 

çalıĢmada glikoz ve sükroz proteaz enzimi üretimi için en uygun karbon kaynakları 

olarak belirlenmiĢtir.  

 

Özellikle böyle önemli toprak kaynaklarından elde edilen bakterilerin ticari olarak 

satılan bakterilerin üretmiĢ oldukları proteaz enzimi ile karĢılaĢtırıldıklarında yakın 

sonuçların olabileceği ve böylelikle ticari bakterilere bağımlılığın giderek 
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azalabileceği gösterilmiĢtir. Bor ile yapılan çalıĢmaların günümüzde giderek 

hızlanması sonucu borun canlılar için biyolojik önemi belirlenmeye baĢlamıĢtır.  

Yapılan bu çalıĢma ile daha kapsamlı ve daha geniĢ çalıĢma Ģartları ile bu konunun 

önemli bir seviyeye gelebileceği gösterilmek istenmiĢtir. Özellikle yapılacak yeni 

çalıĢmalarla ticari olarak elde edilen enzimlerin karĢılaĢtırılması ile ticari alım 

bağımlılığı ortadan kalkabilecektir.  

 

Ayrıca Türkiye genelinde bulunan bütün bor rezervlerini kapsayacak geniĢ 

çalıĢmalar ile yeni proteaz kaynakları elde edilebilir. ġu ana kadar bor ve bakteri 

iliĢkisini açıklayan çalıĢmaların olmayıĢı, dünyanın en fazla bor rezervine sahip 

ülkemizde büyük bir eksikliktir. Bu çalıĢma gibi bor ve bakteriler ile yapılacak 

kapsamlı çalıĢmalar bor madeninin canlılık için önemini daha iyi açıklayabilecektir. 
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