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ÖZET 
Yüksek Lisans Tezi 

 

PROTEAZIN FAZLA ÜRETİMİ İÇİN UV MUTASYON YOLUYLA BACILLUS SUBTILIS 

STRAIN 168 E6-5'DE SUŞ GELİŞTİRME ÇALIŞMALARI VE ÜREME ORTAMININ 

OPTİMİZASYONU 

 

Meltem GÖKÖZ 

Uludağ Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Elif DEMİRKAN 

 

Bu çalışmada, UV ile muamele edilen Bacillus subtilis 168 E6-5 suşundan klasik mutasyon 

işlemleri ile proteaz üreten 369 adet mutant elde edilmiştir. Bu mutantlar arasında en geniş 

proteaz zonuna (12 mm) sahip mutant suş seçilmiş ve bu suş Bacillus subtilis MET39 olarak 

isimlendirilmiştir. Yeni mutantın sıvı ortamda enzim üretim kapasitesi test edilmiş ve mutant 

suş ana suştan 1.2 kat daha fazla enzim üretimi göstermiştir. Mutant suşun 28. saatte 

maksimum seviyede proteaz ürettiği bulunmuştur. Ayrıca besinsel faktörlerin enzim üretimi 

üzerindeki etkileri incelenmiş ve bu amaçla, enzim üretimi üzerine farklı karbon, nitrojen 

kaynakları ve metal iyonları gibi temel ortam maddelerinin etkileri araştırılmıştır. En iyi 

karbon kaynağı olarak gliserol (114 IU/mL) bulunmuştur. Kullanılan inorganik azot 

kaynakları arasında, tripton (348 IU/mL) enzim üretimi üzerinde çok yüksek bir potansiyel 

göstermiştir. İnorganik azot kaynaklarının organik kaynaklar kadar etkili olduğu 

belirlenmiştir. Ancak NH4NO3 varlığında enzim üretimi saptanmamıştır. Kullanılan metal 

iyonlarının enzim üretimi üzerinde fazla bir etkisi olmamıştır. 

Proteaz üretimini artırmak amacıyla, yeni ortam en iyi karbon, azot kaynakları ve metal 

iyonlarının birleştirilmesi ile elde edilmiştir. Bu ortamda, enzim verimi (150 IU/mL), bazal 

ortamına (80 IU/mL) oranla % 88 artırılmıştır. Elde edilen mutant suşun endüstriyel ölçekte 

proteaz üretimi, büyük bir potansiyele sahip olabilir.  

 

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Proteaz, Ultraviole, Besinsel Faktörler 

2016, xi +72 
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ABSTRACT 

MSc Thesis 

 

STUDIES OF STRAIN IMPROVEMENT IN BACILLUS SUBTILIS STRAIN 168 E6-5 

THROUGH UV MUTATION FOR OVER PRODUCTION OF PROTEASE AND 

OPTIMIZATION OF GROWTH MEDIUM 

 

Meltem GÖKÖZ 

 

Uludağ University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

                                              Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN 

In this study,  the parent strain Bacillus subtilis 168 E6-5 was exposed to UV  irradiation by 

classical mutation procedure, and  369 mutants were obtained. Among of these mutants, a 

mutant strain was selected based on its ability to produce highest zone formation, and strain is 

named as Bacillus subtilis 168 MET39.  New mutant was tested for enzyme production 

capacity in the liquid media, the mutant MET39 showed 1.2-fold increase in protease 

production over the parent strain B.subtilis 168 E6-5. It was found that mutant strain  

produced protease  on maximum level at 28
th

 hour. The effects of nutritional factors on the 

production of enzymes were studied, and for this purpose, the effects of major medium 

ingredients, such as different carbon, nitrogen sources and metal ions, on the production of the 

enzyme were used. The best carbon source was found to be gliserol (114 IU/mL). Among the 

inorganic nitrogen sources, the highest enzyme production was obtained in the presence of 

tripton (348 IU/mL). Inorganic nitrogen sources were detected as effective as organic sources. 

But enzyme production only wasn’t determined in the presence of NH4NO3. The metal ions 

were not much effect  on enzyme production. 

In order to enhance the production of protease, a new medium was obtained by combining the 

best carbon and nitrogen sources, and metal ions. In this medium, enzyme yield (150 IU/mL) 

was enhanced 88% compared to basal medium. This obtained mutant strain may be great 

potential for protease production at industrial scale 
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GİRİŞ 

Canlılar, yaşamlarını devam ettirebilmek için birçok biyokimyasal tepkimeyi meydana 

getirmek zorundadırlar. Bu tepkimelerin uygun koşullarda gerçekleştirilmesini sağlayan ve bu 

tepkimeleri düzenleyen protein yapılı biyolojik katalizörlere "enzim" denir. Enzimlerin 

ortamda olmamaları durumunda, canlılar tarafından gerçekleştirilen metabolizma 

faaliyetlerini organizma hayatta kalmak için çok yavaş bir hızla devam ettirir.  Enzim terimi 

ilk kez Alman fizyolog Wilhelm Kühne tarafından kullanılmıştır. Kelime anlamı olarak eski 

yunanca da "mayada bulunan"  (in yeast) anlamına gelse de, günümüzde enzimler tüm canlı 

organizmalardan; hayvanlardan, bitkilerden ve özellikle de mikroorganizmalardan elde 

edilebilmektedir (Polaina ve Maccabe 2007). 

Hücrelerde önemli metabolik görevlere sahip olan enzimler, günümüzde çok çeşitli amaçlar 

da kullanılmak üzere günlük ve ekonomik hayata da girmişlerdir. Yiyecek ve içecek 

endüstrisinde kullanılan proteazlar, bazı lezzetlerin ve kıvamın oluşmasında yardımcı 

olmaktadır. Örneğin; transglutaminaz ile daha iyi bir ekmek kıvamı ve beta glukanaz ile de 

daha iyi bir şarap tadı elde edilir. Gıda endüstrisinde et ve balık işlenmesinde önemli rollere 

sahip olan bu enzimler, et tokmağı ve bazen glutamik asit oluşturarak tatlandırıcı ajan gibi 

hareket ederler ve bundan dolayı monosodyum glutamat yerine geçebilirler. Diğer etkileri 

arasındaki, soya sütü ve buğday gluteni işleme endüstrileri ayrıca önemli uygulama 

alanlarıdır. Temizleme amacıyla çamaşır uygulamalarına uygun olan çoğu proteaz 

paylaşımları; daha yüksek veya düşük sıcaklıklarda, daha yüksek veya düşük pH değerlerinde 

etki edebilen, ayrıca ağartıcı varlığında çalışabilmek için oksitlenme yoluyla stabil olabilen 

ekstremofilik doğal proteazın bulunmasında tam destek sağlamıştır. Proteaz uygulamalarında, 

kontak lens solüsyonları, yüz maskeleri, cilt temizleyicileri, saç bakım kremleri diş temizleme 

macunu ve ağız temizliği hijyeni en iyi bilinenleridir. Peeling özellikleri nedeniyle papain, 

bromelin, tripsin, pankreatin ve kollajenaz potansiyel kozmetik uygulamalarında 

kullanılmaktadır. Deri endüstrisinde, proteaz yardımı bazı proteinleri çözmede, kuruma 

özelliklerini iyileştirmek için deri kalıntılarını açmayı hızlandırmada, deriyi esnek, yumuşak 

ve daha temiz yapmakta kullanılır. Proteazlar ayrıca derinin kıl temizleme sürecinde dokuya 

en az zarar verecek şekilde katalizörlerle bir araya gelmektedir (Ather 2009).  
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Modern teknolojik gelişmeler dünya çapında endüstriyel enzim üretiminde artışa sebep 

olmuştur. Günümüzde, endüstriyel öneme sahip enzimler arasından proteazlar Novo, Gist-

Brocades, Genencor ve Miles laboratuvarları gibi büyük üretici firmalar ile dünya çapındaki 

toplam enzim market payının yaklaşık olarak %60’ına hakimdir (Feijoo-Siota ve Villa 2011). 

Proteaz pazarı özellikle son birkaç yıl içinde hızla büyüme göstermiş ve 2016’dan 2021 kadar  

%6 yıllık bileşik büyüme oranı (CAGR) ile 2021’de 2.21 milyar değere ulaşacağı tahmin 

edilmektedir (Anonim 2016a). 

Proteolitik enzim aktivitesi, gıdasal proteinlerin parçalanması, proteinlerin membranlar arası 

geçişi,  hücre bölünmesi,  kan pıhtılaşma kaskad reaksiyonu, polipeptid hormonların üretimi, 

apoptozis ve retroviruslerin replikasyonu dahil olmak üzere birçok hastalığa neden olan 

organizmaların hücre siklusu gibi bir çok fizyolojik süreçte gereklidir (Neurath ve Walsh 

1976, Devlin 2002). Birçok konakçı ve patojenlerin hücre siklusundaki anahtar rollerinden 

dolayı, tıbbi, farmasötik ve akademik öneme sahiptirler (Antonelli ve Turriziani 2012, Li ve 

ark. 2013). İnsan genlerin yaklaşık %2’inin proteolitik enzimleri kodladığı tahmin 

edilmektedir (Craik 2011). Proteazlar bioteknoloji ve endüstrinin birçok sektöründe yaygın 

olarak kullanılmaktadır. Ayrıca Klenow fragmentlerinin üretimi dahil olmak üzere, peptid 

sentezi, nükleik asit pürifikasyonu sırasında istenmeyen proteinlerin parçalanması, doku 

ayrışmasında ve hücre kültürü deneylerinde proteazların kullanımı, araştırma, teşhis ve terapi 

için rekombinant antikor fragmanlarının hazırlanması, yapısal çalışmalar ile yapı-işlev 

ilişkilerinin keşfi, peptid sekansları ve proteomiklerdeki proteinlerin proteolitik sindirimi gibi 

çok sayıda araştırma uygulamalarında da proteazların kullanımı gerekmektedir (Tőzsér ve ark. 

2013). 

Genel olarak mikroorganizmalardan yüksek oranda enzim verimi elde etmek için, ya 

mutasyonla yeni mutantlar elde edilmekte ya mikroorganizma doğrudan izole edilmekte ya da 

üretim ortamının değiştirilmesi yoluna gidilmektedir. Özellikle besin ortamında bulunan 

karbon ve nitrojen kaynakları, inorganik tuzlar ve diğer büyüme faktörleri, bakterilerin enzim 

üretme kapasiteleri üzerinde önemli etkiye sahiptir (Khalil ve ark. 2003).  

Klasik mutasyon teknikleri ile yeni mutantların eldesi ve böylece ana suştan birkaç misli 

enzim üretimi mümkün olmaktadır. Birçok araştırı tarafından endüstriyel öneme sahip olan 

proteaz enzimini yüksek verimde üreten yeni suşlar elde etmek için çeşitli mutajenler 

mutasyon etkeni olarak kullanılmışlardır.  
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Bu tez çalışmasında daha önceden izole edilmiş ve adlandırılmış olan Bacillus subtilis 168 

E6-5 suşundan fiziksel mutasyon yoluyla yeni verimli mutant suşların elde edilmesi 

amaçlanmıştır. Bu amaçla fiziksel mutajen etkeni olarak DNA timin dimerlerinin oluşumuna 

neden olan ultraviyole (UV) kullanılmıştır. Besinsel faktörlerin enzim aktivitesi üzerine 

etkilerini araştırmak için, farklı karbon (C), nitrojen (N) kaynakları ve metal iyonları gibi 

temel ortam maddeleri kullanılmıştır. Ayrıca enzimin yüksek verimde elde edilmesi için, 

tarafımızdan modifiye ortam hazırlanmış, bu ortamda üretilen mutant Bacillus subtilis 

suşunun üreme ve proteaz aktivite tayinleri yapılmıştır. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

2.1.Proteazların Tarihçesi 

İnsanlar hayvansal doku ya da bitki ekstratlarından elde edilen enzimleri, enzimlerin doğası 

ve özeliklerini bilinmeden öncede de çeşitli alanlarda kullanmışlardır.  

Uzun zamandan beri hayvan ve bitkilerden elde edilen ham materyallerin işlenmesinde 

mikroorganizmalar ve enzimler kullanılmıştır. Mısır duvar resimlerinde alkollü içeceklerin 

üretimi, ekmek yapımında fermente maya hamurları gibi geleneksel süreçler 

rastlanılmaktadır.  

Günümüzde endüstriyel öneme sahip mikrobiyal enzimlerin üretimi Jokichi Takamine 

tarafından küflerden enzim üretimi üzerine yaptığı çalışmalarıyla başlamıştır. 1984 yılında 

Takamine Aspergillus oryzae’den ürettiği karbohidraz ve proteolitik enzimlerden oluşan 

diastatik enzim preparatına "Takadiastase" adını vermiştir (Takamine 1984). Ayrıca 

hayvansal organlardan elde edilen enzim preparatları da önemli endüstriyel rollere sahiptir. 

1907 yılında Otto Röhm tarafından deri üretiminde postların sama ve kıl giderme de 

pankreatik proteazların etkileri keşfedilmiştir (Röhm 1907).  Daha sonra ilk standardize 

edilmiş enzimatik sama maddesi geliştirilmiş ve "Oropon" adı altında satışa sunulmuştur. 

Röhm ürettiği pankreatik enzimleri ham ipeğin zamklamasında da kullanmıştır. 1913 yılında 

"Burnus" adıyla ilk ticari enzimatik deterjan yine Röhm tarafından piyasa sürülmüş ve 

pankreatik enzimlere ek olarak, içerisine deterjanın pH değerini 9’un altında düzenleyen 

sodyum bikarbonat ve sodyum karbonat eklenmiştir. Pankreatik enzimler düşük sıcaklıklarda 

bu pH aralığında stabil ve yeterli aktiviteye sahipken, sekestranlar, anyonik deterjanlar ve 

yükseltgen maddeler içeren yeni deterjan formüllerinde inaktiflerdir. Bitkisel kaynaklı 

enzimler özellikle papain meyvesinden elde edilen proteazlar da endüstriyel öneme 

sahiptirler. 1911’de ilk kez Wallerstein tarafından biranın donmaması için papain 

kullanılmıştır (Uhling 1998). 

1917 yılında Boidin ve Effront, sıvı nütrient ortamda büyüyen Bacillus subtilis kültürlerinden 

enzim preparatı üretmek için patent almışlardır. Bu preparat malt yerine geçebilen amilaz ve 

az miktarda proteaz içermektedir. 1932’lerin başlarında Röhm ve Haas yarı katı kültürlerde 

mantarlardan proteaz üretmeye başlamışlardır. 1934’lerde meyve sularını berraklaştırma ve 

üzümlerden su ekstraksiyonu işlemlerinde kullanılan ilk pektinaz preparatları benzer 

metodlarla üretilmiştir (Aunstrup 1973).   



 

5 
 

İlk araştırmacılar enzimlerin proteinlerle ilişkili olduğunu rapor etmiş buna karşı, Wıllstatter, 

proteinlerin enzim taşıyıcısı olduğunu ve kendi başlarına katalitik aktivitelerinin 

bulunmadığını ileri sürmüştür. Ancak 1926’da Sumner, üreaz enzimini kristal hale getirerek, 

saf bir protein olduğunu açıklamıştır. 1838 yılında ise Northrop, Kunitz ve Herriott (Northrop 

1938) adlı araştırmacılar ilk defa "Kristalize Enzimler"  adlı yayınlarında, genel görüşlerin 

aksine, izole edilen kristal proteolitik enzimler ve proteaz inhibitörlerinin, sabit 

çözünürlükteki kimyasal maddeler olduğunu kanıtlamış ve bundan dolayı saf bileşiklerin 

termodinamik kriterlerine sadık kalmışlardır. Bu bileşikler; pepsinojen, pepsin ve pepsin 

inhibitörü, kimotripsin, tripsin, onların zimogenleri ve inhibitörleri, karboksipeptidaz, 

ribonükleaz, heksokinaz, difteri antitoksini, ve birkaç farklı çeşitte enzimdir (Neurath 1999). 

Bu çalışmaları ile Summer’ın vardığı sonuç geniş çapta kabul görmüş ve 1946 Nobel kimya 

ödülü ile onurlandırılmışlardır (Anonim 2015). 

1958’de Underkofler ve arkadaşlarının yayınladığı ticari enzim preparatları listesine göre, bira 

ve deri endüstrisinde kullanılmak üzere en fazla mikrobiyal proteaz ve amilaz üretilirken, 

pektinaz, laktaz, invertaz, lipaz ve sellülazlar gibi diğer enzimler düşük miktarlarda 

üretilmiştir. 1959 yılında ise Jaag adlı araştırmacı aktif bileşen olarak Bacillus subtilis’ten 

elde edilmiş proteaz içeren farklı bir enzimatik deterjan geliştirmiştir (Uhling 1998).  Daha 

sonra Novo Şirketi ticari ölçekte Bacillus licheniformis’ten alkali bakteriyel proteaz üretimine 

başlamıştır. Ancak Amerika da rapor edilen alerjik reaksiyonlar ve akciğer hastalıkları 

nedeniyle bakterial proteazların kullanılmasına kısa süreliğine ara verilmiştir. Özellikle bu 

alerjiler deterjanların üretilmesi boyunca toz enzim konsantreleriyle direkt temas eden 

çalışanlarda meydana gelmiştir. Konsantrelerin granüler hale getirilmesiyle mevcut riskler 

önlenmiş ve 1971’de National Academy of Sciences (USA), tüketicilere deterjanların 

içeriğinde bulunan enzimlerin tamamen  sağlığa zararsız olduğunu açıklamıştır (Uhling 1998). 

Günümüzdeki kromatografik ve elektroforetik metodların geliştirilmesiyle proteaz ve diğer 

enzimlerle ilgili çalışmalar hız kazanmaktadır. 
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2.2.Proteazların Katalitik Mekanizmaları 

Proteazlar ya da diğer isimlendirilmeleri olan peptidazlar/ proteolitik enzimler proteinlerdeki 

peptid bağlarının hidrolizini katalizleyen enzimlerdir (Polgar 1989) (Şekil 2.1) 

 
Şekil 2.1. Proteazların katalitik mekanizması (Polgar 1989) 

Barett’ e göre şimdiye kadar 2.000’den fazla peptidaz türü tanınmıştır ve bunlar MEROPS  

(peptidaz veri bankası) verilerinde listelenmiştir (http://merops.sanger.ac.uk/). MEROPS’da 

mevcut tüm veri tabanın üçte ikisinden fazlası bilinen proteolitik dizilerin arasında sinyal 

grupları bilinmeyen peptidaz grupları da yer almaktadır. Bunun nedeni mevcut peptid 

türlerinin holo tipine yeteri kadar benzememeleridir, ancak birçoğu benzer spesifik ve holo 

tipe sahip yeni tanınmış türlerin içine konulmaktadır (Barrett and Rawlings 2007). 

 

2.3.Proteazların Sınıflandırılması 

Proteazların sınıflandırılmasında benzer gruptaki hidroliz için göreceli seçicilik esası 

üzerinden daha geniş kapsamlı sınıflandırılmaya gidilmiştir. Bunlar; iki büyük sınıf olan 

endopeptidazlar (büyük proteinlerin uçlarından uzağa atak yapanlar) ve ekzopeptidazlara 

(polipeptidin ucuna atak yapanlar), iki küçük sınıf olan oligopeptidazlar (küçük proteinlerin 

uçlarından uzağa atak yapanlar) ve omega-peptidazlara (proteinlerin uçlarına hareket edenler) 

ayrılabilirler. 

İki büyük sınıf daha sonra etki mekanizmasına göre ve etkinin izlediği yol ve bölgelerine 

bağlı olarak alt sınıflara ayrılır (Barrett 1998). Bu sınıflandırma, esas olarak Enzim 

Komisyonları Adlandırma Komitesi (IUBMB) tarafından ileri sürülmüştür (Tipton 1994, 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/). Bu terminolojinin genel detayları Şekil 

2.2’ de verilmiştir (Ather 2009). 

http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC34/
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Şekil 2.2 Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Uluslararası Sınıflandırma Komitesinin (NC-

IUBMB) peptidazlar için ileri sürdüğü enzim sınıflandırması (Ather 2009) 

2.3.1.Endopeptidazlar 

Endopeptidazlar, N ya da C terminal uçlarından uzak konumlu alfa-peptidaz bağlarına atak 

yaparlar. Kimotripsin, pepsin ve papain en yaygın örnekleridir. Endopeptidazlar, proteolizis 

olayında özgül ve sınırlı rollere sahiptirler. Örneğin; salınan proteinlerden sinyal peptidlerin 

uzaklaştırılması (sinyal peptidaz I) ve öncül proteinlerin olgunlaşması (enteropeptidaz) 

(Barrett ve Rawlings 1991). 

Endopeptidazlar katalik mekanizmalarına göre alt sınıflara ayrılır ve spesifiteleri sadece 

gruplar içinde bireysel enzimleri tanımlamak için kullanılır. Bunlar; serin endopeptidazlar  

(E.C 3.4.21), sistein endopeptidazlar (E.C 3.4.22), aspartik endopeptidazlar (E.C 3.4.23), 

metallo endopeptidazlar (E.C 3.4. 24), treonin endopeptidazlardır (E.C 3.4.25). Ayrıca katalik 
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etkisi bilinmeyen endopeptidazlar (E.C 3.4.99) ayrı bir grup olarak olarak bulunmaktadır 

(Bergmann ve Ross 1936, Rowan, Buttle ve ark.1990, Barrett ve Rawlings 1991, Rawlings ve 

Barrett 1994, Rawlings ve Barrett 1995, Rawlings ve Barrett 1995). 

2.3.1.1.Serin Proteazlar 

Serin proteazlar, spesifik aktif bölgelerinde bulunan serin (Ser), histidin (His) ve aspartik 

(Asp) ile karakterize edilen, bugüne kadar çalışılmış en geniş çaplı proteolitik enzimlerdir 

(Castroa ve ark. 2010). Serin proteazlar, kimotripsin ve subtilin olmak üzere iki büyük 

familyaya ayrılırlar. Kimotripsin, tripsin ve elastaz kimotripsin ailesindendir (Neurath 1989). 

Kimotripsin, tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi spesifik hidrofobik aminoasitlerden sonra 

gelen peptid bağlarını ayırırlar. Tripsin, lisin ve arjinin gibi pozitif yüklü aminoasitleri takip 

eden peptid bağlarını hidrolize ederler. Elastaz, alanin, glisin ve valin gibi aminoasitlerin 

yanındaki peptid bağlarını hidrolize eder. 

Kimotripsin ailesinden farklı, subtilisin familyasının katalitik triyadın dizilişi Asp-32, His-64 

ve Ser-221 şeklindedir. Subtilisin aromatik ya da hidrofobik aminoasit dışında tüm aminoasit 

peptid bağlarını ayırır (Bond 1989). Subtilisin, aminoasit dizi modelleri baz alınarak, sınıf I ve 

II olarak ayrılır. Sınıf I subtilisin, bakterilerde bulunan ekstrasellüler enzimlerdir ve sınıf II 

subtilisin, mantarlarda bulunan ekstrasellüler enzimlerdir. Her ikisi de besin alınımında rol 

oynar (Monod ve ark. 1991).  Bugüne kadar karakterize edilmiş tüm mantar subtilisinler, 

Tritirachium album’den üretilen proteinaz K’la homologdurlar. Subtilisin benzeri proteazlar 

için çeşitli fizyolojik roller ileri sürülmüştür (Seger ve ark. 1999).  

2.3.1.2.Aspartik Proteazlar 

Çoğunlukla asidik proteazlar olarak bilinen aspartik proteazlar, katalitik aktiviteleri için 

aspartik asit köküne bağlı, bir endopeptidaz çeşididirler. Asidik proteazlar; pepsin (A1), 

retropepsin (A2) ve pararetrovirüsler için enzimler (A3) olmak üzere üç familyada kategorize 

edilirler. A1 ve A2 familyalarının birbirleriyle ilişkili olduğu bilinirken A3 familyası bu iki 

familyayla daha az benzerlik gösterir. Çoğu aspartik proteaz düşük pH’larda maksimum 

aktivite gösterir ve izoelektirik noktaları pH 3-4.5 aralığında değişir. Moleküler ağırlıkları 30-

45 kDa aralığındadır. Mikrobiyal aspartik proteazlar iki gruba ayrılabilirler; Rhizopus, 

Aspergillus, Penicillium ve Neurospora tarafından üretilen pepsin benzeri enzimler ve Mucor 

ve Endothia tarafından üretilen renin benzeri enzimler (Rao ve ark. 1998). 
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2.3.1.3.Sistein/Tiyol Proteazlar 

Sistein proteazlar hem prokaryot hem de ökaryotlarda bulunabilirler. Yaklaşık 20 familyası 

olduğu rapor edilen sistein proteazlar, sistein (Cys) ve histidin (His) rezidüsüne bağlı aktivite 

gösterirler. His ve Cys köklerinin sıralanışı (Cys-His veya His-Cys) familyalar arasındaki 

farklılıkları oluşturur. Sistein proteazlar genellikle sistein gibi indirgeyici maddelerin 

varlığında aktivite gösterirler. Aktif merkezlerinin spesifiteleri temel alındığında; papain 

benzerleri, tripsin benzerleri, glutamik asite spesifik olanlar ve diğer tiplerdeki sistein 

proteazlar olmak üzere dört gruba ayrılırlar. Papain en iyi bilinen sistein proteazıdır 

(Maheshwari ve ark.2000).  

Bazı sistein proteazlar nötral pH’da optimum aktiviteye sahiptirler (Rao ve ark.1998).  

Humicola lanuginosa  üretilen proteazlar tercihen, hidrofobik aminoasit kalıntılarının C-

terminal ucunu ayırırlar. Bu proteazların sentetik substratlara karşı substrat spesifikliği ve üç 

afinite matriksiyle etkileşimi bitki enzimi olan papain gruplarından farklıdır. Bu enzim 

mantarlardan elde edilmiş sistein proteazının benzersiz bir örneğini temsil eder (Shenolikar ve 

ark.1982). 

2.3.1.4.Metalloproteazlar 

Metalloproteazlar,  proteazın katalitik tiplerinin en çeşitli olanlarıdır. Aktiviteleri için 

divalent metal iyonlarına ihtiyaç duymalarıyla karakterize edilirler. Katalitik 

fonksiyonları çoğunlukla çinko tarafından yürütülür. Ancak bazı enzimlerde bu 

fonksiyon manganez, kobalt, nikel veya bakır iyonları tarafından da gerçekleştirilir (Sari 

2011).  Metal iyonları; histidin, glutamat, aspartat, arjinin veya lisin aminoasit 

kalıntılarından üçü tarafından çevrelenerek kompleks oluşturur. Kataliz sırasında metal 

iyonu, aktif bölgedeki su molekülünün oksijen atomu ile karbonil karbon üzerine olan 

nükleofilik saldırısını teşvik eder ve aktif bölgedeki aminoasit H2O’dan H
+
 uzaklaştırarak 

bu reaksiyona yardım eder (Anonim 2000). 

Yaklaşık 30 familyası olduğu rapor edilen metalloproteazların, 17 familyası endopeptidaz, 12 

familyası ekzopeptidaz ve yalnızca 1 familyası endo ve ekzopeptidazlara dahildir. 

Metalloproteazların tamamı EDTA gibi şelat ajanları tarafından inhibe edilebilirler ancak 

DFP ya da sülfidril ajanlar tarafından inhibe edilmezler. Thermoascus aurantiacus (Dini ve 

ark. 2009), Aspergillus oryzae (Sumantha ve ark. 2005) metalloproteazlara örnektir. 
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2.3.2.Oligopeptidazlar 

Oligopeptidazlar, proteinlerden daha küçük olan substrat yüzeylerine atak eğilimindedirler. 

Örneğin; Thimet Oligopeptidaz (Barrett, Brown ve ark. 1995,  Knight, Dando ve ark. 1995). 

2.3.3.Ekzopeptidazlar 

Ekzopeptidazlar, serbest N-terminal amino grubu, C-terminal karboksil grubu ya da her 

ikisine de ihtiyaç duyarlar ve uçtan üçü geçmemek üzere kalıntıları hidroliz ederler 

(Hasegawa 1960, Nardi 1960). Polipeptid zincirlerin N ve C uçlarına atak yapan bölgelerine 

bağlı olarak, aminopeptidaz ve karboksipeptidaz şeklinde adlandırılırlar. 

2.3.3.1.Aminopeptidazlar 

E.C 3.4.11 grubuna giren aminopeptidazlar, substratın serbest N-terminal ucuna hareket 

ederler ve hidroliz etmesine göre; tek bir aminoasit kalıntısı, dipeptid ya da tripeptid 

bırakırlar. E.C. 3.4.14 grubuna giren dipeptidil-peptidaz, substrattan N-terminal dipeptid 

hidroliz eder. E.C 3.4.14 grubuna giren tripeptidil peptidaz, substratın N-terminal ucundan 

tripeptid hidroliz eder (Şekil 2.3). Aminopeptidazlar E. coli’den üretilen 400 kDa’luk büyük 

proteazlardır. Aminopeptidazlar optimum aktivitesi için Mg
+2

 ya da Mn
+2

 ve pH 7.5-10.5 pH 

aralığına ihtiyaç duyarlar (Marco ve Dick, 1978). 

 
Şekil 2.3. Aminopeptidazların alt grupları ve etki mekanizmaları (Tanksale 2001) 

2.3.3.2. Karboksipeptidazlar 

Bu peptidazlar substratın serbest C-terminal ucundan tek bir kalıntı ya da dipeptid hidroliz 

ederler. Karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16-18); serin-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.16) metallo-

karboksipeptidazlar (E.C 3.4.17) ve sistein-karboksipeptidazlar (E.C 3.4.18) olmak üzere alt 

sınıflara ayrılırlar (Şekil 2.4) (Rawlings ve Barrett 1997). Ayrıca peptidil-dipeptidaz (E.C 

3.4.15) substratın C-terminal ucundan dipeptid hidroliz eder. Buna peptidil-dipeptidaz A ve 

anjiyotensin dönüştürücü enzim örnektir (Cushman ve Cheung 1971, Lee, Larue ve ark. 

1971).   
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Şekil 2.4. Karboksipeptidazların alt grupları ve etki mekanizmaları (Tanksale 2001) 

2.3.4.Omegapeptidaz 

Omegapeptidazlar substratın serbest N ya da C terminal ucuna ihtiyaç duymazlar, ancak 

terminal uca yakın hareket bölgeleri artar (Şekil 2.5). Hareket bölgeleri α-karboksilin α-amino 

grubuyla yaptığı bağ dışındaki yerlerdir. Bu nedenle, endo- ve ekzo- peptidazlardan tamamen 

farklıdırlar. İzopeptid bağlarla bağlı ya da siklize terminal kalıntılar üzerine hareket 

edebilirler. İzopeptid bağlar,  α-karboksilin α-amino grubuyla yaptığı bağlar dışındaki peptid 

bağlarıdır. 

 
Şekil 2.5. Omega peptidazların etki mekanizması (Tanksale 2001) 

2.4.Proteaz Kaynakları 

Proteazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi çeşitli kaynaklardan izole 

edilebilirler.  

2.4.1. Bitkisel Proteazlar 

Bitkisel kaynaklı proteazlar katalitik aktivitelerinden sorumlu, aktif bölgelerindeki sülfidril 

gruplar tarafından karakterize edilmekte ve özellikle tropikal bitkiler olmak üzere sayısız 

bitkiden izole edilebilmektedir. Ayrıca bitkilerden proteaz üretimi, zaman alıcı bir işlemdir 

Papain, bromelain, keratinaz ve fisin bitkisel kökenli en iyi bilinen proteazların bazılarını 

temsil etmektedir (Uhling 1998).  Endüstriyel enzimlerin ana kaynağı yeşil papaya bitkisidir 

ve bu bitkiden elde edilen enzime "papain" adı verilmektedir. Enzimin ham preparatı, birkaç 

proteaz ve peptidaz izozimleri bulundurmasından dolayı geniş spesifiteye sahiptir. Enzim pH 

5.0-9.0 değerleri aralığında aktif ve subsrat varlığında 80 ya da 90°C dereceye kadar 

dayanıklıdır.  Papain enzimi yüksek çözünürlükteki ve aromalı proteinlerin hidrolizatlarının 

hazırlanmasında endüstride geniş kapsamlı kullanılmaktadır (Rao ve ark 1998). 
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Papainin kullanımı uzun bir tarihe sahiptir (Schechler 1967). Hindistan,  batı ve orta Afrika 

subtropikal bölgelerinde yetişen Carica papaya meyvesinin lateksinden elde edilmektedir. 

Enzim verimliliği bitkinin yetiştiği iklim koşullarına ve bitkisel kaynaklı proteazların 

ekstraksiyonu ve saflaştırılması için kullanılan yöntemlere bağlıdır. Yeşil genç meyvenin,  

yüzeyi boyunca keskin bir bıçakla çizilmesiyle, yapısındaki renksiz lateks maddesi ortaya 

çıkar ve koagülasyondan önce birkaç dakika içinde süt beyazı rengine döner. 1 kilogram 

lateks yaklaşık 200 gram ham papain içermekte ve ortalama ağaç başına 450 gram lateks elde 

edilebilmektedir.  Ham papain, %10 protein,  papaine benzer fakat spesifiteleri farklı %45 

kimopapain A ve B (Kunimastu ve Yasunobbu 1967) ve diğer enzimlerin birkaçını 

içermektedir. Bu enzimler; Endo-β-1,4-glukanaz, kitin-parçalayıcı hidrolaz, karboksipeptidaz, 

lizozim ve lipazdır. Ayrıca taze papaya lateksinde amilaz aktiviteside ölçülebilir (Uhling 

1998). 

Bromelain ananasın suyu ya da kökünden elde edilebilen bir proteazdır. Ananas suyundan 

(Ananas comosus) ağırlıklı olarak (EC 3.4.22.33)  meyve bromelain elde edilirken, ananas 

kökünden (EC 3.4.22.32) ananin ve (EC 3.4.22.31) comasain adı verilen sistein proteazları da 

elde edilmektedir (Rowan ve ark. 1990). Ayrıca benzer proteazlar yüksek proteolitik 

aktiviteyle ananasın kabuğu, çekirdek, taç ve yapraklarında da bulunmaktadır (Ketnawa 

2012). Bromelain enzimi sindirime yardımcı ürünler, sağlık preparatları, kozmetik, diyet 

gıdalar, bira stabilizasyonu, tenderizasyon ve tekstil gibi birçok uygulamada kullanılmaktadır. 

Ayrıca diş beyazlatma macunları ve cilt ürünlerinde de aktif katkı maddesi olarak yaygın bir 

şekilde kullanımı tasarlanmıştır (Chakravarthy ve Achary 2012). Bu enzimin dünyadaki en 

büyük üreticisi Great Food (Biochem) firmasıdır. Enzim pH 5.0-9.0 değerleri aralığında 

aktiftir ve 70°C gibi papainden düşük sıcaklıklarda inaktifdir.  

Keratinaz bitkilerin bazıları tarafından üretilen, saçı degrade eden bir proteazdır.  Saç ve yün 

sindirimi atık su sistemlerin tıkanmasını önlemek ve lizin gibi esansiyel aminoasitlerin üretimi 

için oldukça önemlidir. 

Fisin incir lateksinden elde edilen,  çok yüksek proteolitik aktiviteye sahip bir enzimdir, ancak 

kurutma işlemi aktivitenin çoğunu yok eder. Çoğunlukla Ficus glabrata’nın kurutulmuş 

lateksinden izole edilmektedir ve ayrıca F.carica, F. elastica gibi Ficus’un diğer türlerinde de 

fisin enzimi mevcuttur (Polaina ve MacCabe 2007). 
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2.4.2. Hayvansal Proteazlar 

Hayvansal orijinli en bilinen proteazlar; pankreatik tripsin,  kimotripsin,  pepsin ve renindir. 

Tripsin, gıda olarak alınan proteinlerin hidrolizinden sorumlu başlıca bağırsak sindirim 

enzimidir. Bir serin proteazı olan tripsin, lisin ve arjinin rezidülerinin katıldığı karboksil 

gruplardaki peptid bağlarını hidrolizler. Proteaz inhibitörlerinin böcek bağırsağındaki enzimi 

inhibe etme özelliklerinden yola çıkarak, bu enzim zararlı haşerelerin biyokontrolü için hedef 

olarak ilgi görmüştür. Enzimin oluşturduğu protein hidrolizatlarının çok acı tada sahip 

olmasından dolayı gıda endüstrisinde tripsinin uygulama alanları sınırlıdır. Bakteriyel 

ortamların hazırlanmasında ve saf ya kristalize formlarda yara tedavisinde tıbbi kullanımı 

mümkündür (Mahajan ve Badgujar 2010). 

Kimotripsin hayvansal pankreatik ekstraktlar da bulunan bir sindirim enzimidir. Saf 

kimotripsin pahalı bir enzim olduğundan, sadece teşhis ve analitik uygulamalarda 

kullanılabilir. Kimotripsin özellikle fenilalanin, tirozin ya da triptofan, aromatik 

aminoasitlerinden birinin bulunduğu karboksil gruplarındaki peptid bağlarının hidrolizi için 

spesifiktir. Öncü madde olarak kimotripsinojen şeklinde pankreas da depolanır ve çok aşamalı 

süreçler de tripsin tarafından aktive edilirler (Mahajan ve Badgujar 2010). 

Pepsin, 1836 da Ch. Schwann tarafından keşfedilen ilk hayvansal proteazdır. Inaktif proenzim 

"pepsinojen" olarak gastrik mukoz membranlarından salgılanır ve mide asidinin etkisiyle aktif 

proteazlara dönüşür. Bu otokatalitik etkinliği pH 6.0’nın altında meydana gelir. Mide optimal 

pH’ı 2.0-4.0 olduğu halde, pH 1.0-2.0 aralığında optimal aktivite gösterirler. Pepsin, tercihen 

aromatik aminoasitleri bağlayan peptidlerle, glutamik asit, sistein ve sistin peptidlerinin 

hidrolizini katalizler (Rao ve ark. 1998). 

Renin (rennet, kimozin) tüm süt veren memelilerin midesinde bulunan, pepsin benzeri bir 

asidik proteazdır. Mide mukoz membranlarında inaktif öncü madde "pro-renin" olarak 

üretilirler  (Rao ve ark 1998). Aktivasyonu  pH 5.0’in altındaki  H iyon  konsantrasyonlarında 

gerçekleşir. Yüksek oranda saflaştırılmış bir birim kimozin , 10 dakika içinde 72 milyon birim 

sütü koagüle edebilir (Uhling 1998). 
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2.4.3.Mikrobiyal Proteazlar 

Mikrobiyal proteazlar daha kolay kültüre edilebilmeleri ve hızlı büyümelerinden dolayı bitki 

ve hayvansal protezlardan daha çok tercih edilmektedir (Sharma ve ark. 2006). Mikrobiyal 

proteazlar dünya çapındaki enzim satışlarının yaklaşık olarak %40’ına tekabül etmektedir. 

Proteaz kaynağı olarak bakteri, fungus ve virüs gibi mikroorganizmalar kullanılmaktadır. 

Fungal kaynaklı proteaz enziminin potansiyel kullanımın artmasıyla, bunlardan elde edilen 

proteaz da büyük bir uygulama alanına sahip olmuştur. Örneğin; süt endüstrisinde,  

Rhizomucor pusillus  ve R. miehei’den elde edilen renin proteazları peynir yapımında (Aehle 

2004), Aspergillus oryzae’dan elde edilen asit proteazları sindirime yardımcı olarak ve 

besinsel proteinlerin modifikasyonunda (Vishwanatha ve ark. 2009), ilaç endüstrisinde, A. 

fumigatus’dan elde edilen proteazlar invaziv aspergilloz tanı ve izlenmesinde kullanılmaktadır 

(Schaal ve ark. 2007). Aspergillus niger’dan elde edilen alkali proteazlar ise deterjan 

endüstrisinde uygulanmaktadır (Devi ve ark.2008). Fungal proteazlar, istenilen ürünün hücre 

kütlesinden ayrılarak saflaştırılmasını kolaylaştırılması, mantar hücrelerinin basit filtreleme 

ile son üründen kolayca arındırılabilmesi, mantarların ucuz substratlar üzerinde gelişebilme 

yeteneği, tekrar eden kullanımlar için miselyumun kolay bloke edilmesi ve pH 4-11 gibi geniş 

bir aralıkta gelişebilmeleri açısından belirgin avantajlar sunmaktadır (Gupta ve ark. 2002, 

Sharma ve ark 2006, Hussain ve ark. 2010). 

 

Viral proteazlar, AIDS ve kanser gibi bazı ölümcül hastalıklara neden olan, virüslerin 

proteinlerin fonksiyonel etkilerinden dolayı önem kazanmıştır. Serin, aspartik ve sistein 

peptidazlar çeşitli virüslerde bulunmaktadırlar (Rawlings ve Barrett 1993). Virüs kaynaklı 

proteazların tamamı endopeptidazdır, ancak aralarında metalloendopeptidaz bulunmaz. Viral 

replikasyon ve birleşme için gerekli retroviral aspartik proteazlar homodimerlerdir ve öncül 

proteaz olarak ifade edilirler. Bu öncül proteazlar otoliz ile olgun proteaz haline 

gelmektedirler. Mutantlarının ve retroviral aspartik proteazların ekspresyonu, saflaştırılması 

ve enzimatik analizleri üzerine kapsamlı bir literatür mevcuttur (Kuo ve Shafer  1994). 

Bakteriyel proteazlar, mikroorganizmaların geniş bir aralığının bilinmesine rağmen, ticari 

olarak önemli alkali proteazların büyük bir bölümü Bacillus  türünden elde edilmektedir (Puri 

ve ark. 2002, Huang ve ark. 2003). Bunun nedeni, çok çeşitli ortamlardan izolasyonlarının 

nispeten kolay olmasıdır. Bacillus grubunun en önemli özelliği dirençli sporlara sahip 

olmalarıdır. Bununla birlikte Bacillus, hem kompleks hem de sentetik besi ortamında 
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gelişebilmektedir. Ayrıca Bacillus türleri post-eksponansiyal ve durgunluk fazlarında da 

ekstraselluler proteazlar üretebilmektedir (Mabrouk ve ark. 1998).  

Alkali proteazlar yüksek sıcaklıklarda ve alkali pH’larda stabildir, ayrıca yerel ve ticari 

deterjanlarda bulunabilir (Adinarayana ve ark. 2003). HS08 Bacillus türünden üretilen serin 

proteazlar deterjan endüstrisinde kullanılan, ısıya dayanıklı enzimlerdir (Guangrong ve ark. 

2006).  Bacillus subtilis JB tarafından üretilen subtilisin JB1 balıkçılıktaki verim kaybında 

kullanılmaktadır (Sung ve ark. 2010).  Bunun yanında, bu tip enzimlerin büyük çoğunluğu 

nötrofilik Bacillus türleri tarafından üretilmektedir. Nötrofilik Bacillus türlerinden elde edilen 

subtilisinler genellikle pH 8-10 aralıklarında değere sahiptir (Laan ve ark. 1991).  Bu enzimler 

alkalofilik Bacillus türleri tarafından üretilen enzimlerle karşılaştırıldığında daha düşük pH ve 

termal kararlılığa sahiptir. Bacillus licheniformis tarafından Carsberg’de üretilen subtilisin ve 

Bacillus amyloliquefaciens tarafından üretilen subtilisin BPN gibi yaygın şekilde kullanılan 

alkali proteazlar 50 °C sıcaklıkta 3.4 dakika ve pH 10.5 değerinde 2.4 dakika sınırlı yarılanma 

ömrüne sahiptirler (Durham ve ark. 1987). 

Deterjanlardaki alkali şartları karşılamak için, proteazlar daha yüksek alkali pH ve yüksek pH 

stabilite de çalışılmalıdır. Bu özelliklerden ziyade, enzim yüksek termostabiliteye sahip 

olmalıdır. Üreticilerin karşılaştığı bir diğer problem ise fermantasyon prosesi esnasında tekrar 

eden subkültürlenme sonrasında üretim kapasitesinin azalmasıdır. Bu problem ancak stabil 

verimli bir doğaya sahip yeni türlerin tanıtılmasıyla üstesinden gelinebilir. Bir fakültatif 

alkalofilik Bacillus clausii proteinli noktaları temizlemek için deterjan eklentisi olarak 

kullanılan "savinaz"  (ticari olarak önemli serin proteazı) üretmekte kullanılmaktadır 

(Christiansen ve  Nielsen 2002). 

Ağır şartlar altında endüstriyel proseslerle başa çıkabilen biokatalizörler için artan endüstriyel 

talepler ile birlikte, gelecek vaat eden yeni türlerin ayrıştırılması ve karakterize edilmesi bu 

enzimlerin dayanımını arttırmak için son zamanlardaki bir girişimdir. Buna rağmen şimdiye 

kadar 3000’den fazla faklı enzim yeterli değildir. Bunun için, büyük bir neden ise uygun olan 

çoğu enzimin endüstriyel reaksiyon koşullarına karşı koyamamasıdır. Sonuç olarak, ekstrem 

koşullarda gelişebilen mikroorganizmaların karakterize edilmesi büyük bir ilgi kazanmıştır. 
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2.5.Bacillus Genel Özellikleri 

Bacillaceae familyası içerisinde Bacillus ve Clostridium olmak üzere iki ana alt grup 

bulunmaktadır (Garrity 2004). Carl Woese tarafından 16 ve 18S rRNA dizilerinin 

karşılaştırılmasıyla oluşturulmuş sınıflandırmaya göre Bacillus cinsi mikroorganizmalar 

Eubakteri domanini içerisine dahil edilmiştir (Woese veWolfe 1985, Woese 1999). Bacillus 

cinsi organizmalar Gram (+), spor oluşturabilen, çubuk şeklinde, aerob bazıları fakültatif 

anaerob gelişen, katalaz pozitif mikroorganizmalardır (Claus ve Berkeley 1986). Çoğu basil 

saprofittir.  

Bacillus türleri sıcağa, soğuğa, radyasyona ve dezenfektanlara karşı dayanıklı sadece bir tane 

spor meydana getirirler ve çöl kumları, kaynarcalar ve kutup toprakları gibi ekstrem 

özelliklere sahip ortamlarda yaşamalarına izin veren birçok fizyolojik özelliğe sahiptirler. 

Bacillus türleri termofilik, psikrofil, asidofilik, alkalifilik, halotoleranslı/halofilik ve sadece 

bir kaç organizmanın hayatta kalabileceği sıcaklık, pH değerleri ve tuz konsantrasyonlarında 

gelişebilme özellikleri gösterirler. Bu özellikleriyle basiller medikal kullanımlarının yanında, 

ısı sterilizasyonu teknikleri ve kimyasal dezenfektanların test edilmesinde kullanılırlar. Aynı 

zamanda önemli enzimleri sentezleme becerisi nedeniyle deterjan üretim endüstrisinde de 

kullanılmaktadır. Örneğin; Bacillus insolitus 0°C ve altında büyüyebilir (Rüger ve ark.2000). 

Bacillus marinus gelişmek için sodyum ve potasyum iyonlarına bağımlı olan bir deniz 

türüdür. B. insolitus Na
+
 olmadan gelişebilir ve rafinozu fermente edebilir, fakat glukoz, 

fruktoz, maltoz, mannoze, sükroz veya mikozu fermente edemez. B. marinus ise glukoz, 

mannoz ve mikozu fermente edebilir, fakat rafinozu fermente edemez (Rüger, 1983). 

 

Bacillus cinsi 34 tür ve birçok alt tür içeren çok büyük bir gruptur. Bacillus cinsinde çok 

çeşitli özellikler gösteren ve metabolizmaları da oldukça farklı türler bulunur. Örneğin B. 

coagulans glukozu homofermantatif olarak laktik aside kadar parçalarken; B. subtilis, B. 

licheniformis ve B. cereus ana ürün olarak 2,3-bütandiol ile gliserol üretir. B. polymxa’nın 

glukozu; 2,3-bütandiol, H2, etanol oluşturarak katabolize ettiği görülür. B. macerans temel 

ürünler olarak; aseton, asetik asit, formik asit, etanol meydana getirir. Ayrıca içlerinden bir 

kısmı fakültatif kemolitotrof (kimyasal bileşikleri enerji, inorganik maddeleri elektron 

kaynağı olarak kullanan organizma) olup organik materyalin bulunmadığı ortamlarda enerji 

kaynağı hidrojenden yararlanabilirler. Bu örnekler bile Bacillus üyelerinin fizyolojik olarak ne 

denli farklı olduklarını ve türlerin cins altında gruplandırılmalarının ne kadar zor olduğunu 

göstermektedir (Tunail 2009).  
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Bacillus subtilis in genom dizilimi araştırması 1997 yılında tamamlanmıştır ve tek hücreli 

bakteri için yayınlanmış ilk dizilimdir. Genom 4100 protein kodlayan alan ile 4.2  mega-baz 

çift uzunluğundadır. Bacillus subtilis bitki yetiştirmeyi destekleyen rizobakteriyuma (mantar 

önleyici peptitleri sentezlediği gösterilen) sahiptir. Bu özellik B. subtilis in biyokontrol de 

kullanılmasına yol açmıştır ve B. subtilis’ in tarımsal verimi arttırdığı gösterilmiştir.  Bacillus 

anthracis’in genomu tahminen 5508 protein kodlayan alan ve 5,227,293 baz çift 

uzunluğundadır. B. antracis in genomu, hem B. cereus hem de B. thuringiensis ile yüksek 

derecede benzerlik göstermektedir. B. anthracis’in genomu B. cereus’un protein grubundan 

farklı olarak sadece 141 protein bulundurur. Antraks ile ilgili virülans faktörlerin neredeyse 

tamamı onun iki plazmidi üzerinde kodlanmıştır ve şaşırtıcı bir şekilde, bu genlerin neredeyse 

tümü B. cereus ile benzeştir. Buda virülens arttıcı genlerin spesifik olarak Bacillus antracis’e 

özgü olmağını akla getirmektedir. B. anthracis, ayrıca B. subtilis’te bulunan kapsamlı 

karbonhidrat metabolizması için yüksek bir arttırılmış kapasiteye sahip olduğu görünmektedir 

(Turnbull 1996). 

Bacillus üyelerindeki metabolik çeşitlilik sayesinde, basiller toprak ve böcekten insana kadar 

değişen çeşitli ortamlarda kolonize olabilirler. Bacillus thuringiensis böceklerde parazitlenir 

ve haşere kontrolünde ticari olarak kullanılır. Basil türlerinde en iyi bilinenlerinin patojenik 

türler olmasına rağmen, çoğu Bacillus çürüyen madde ile yaşamını sürdüren saprofittir. Hala 

Bacillus subtilis olarak adlandırılan diğerleri, bitki kökleri ve çevreleyen toprak arasında ara 

yüz olan rizosferde yaşar. Bitki kökleri ve ilgili biyofilm eşsiz bir çevre yaratmak için 

toprağın kimyasında önemli bir etkiye sahip olabilir. Bacillus subtilis’in kannibalizm 

uyguladığı yakın zamanda gösterilmiştir. Onlar kannibalizmi ektrem durumlardan kolay bir 

kaçma yolu olarak kullanmaktadırlar. Şiddetli çevrelerde hayatta kalabilmek için, spor 

formuna geçebilirler, fakat bu onlar için enerji yönetimi açısından oldukça pahalıya mal 

olmaktadır. Bakteri için daha kolay bir yol da komşu basilleri yok eden antibiyotikler 

üretmektir. Böylelikle, yok edilen basillerin içerikleri sindirilerek, birkaç bakterinin 

yaşamasına izin verilebilir (Rüger 1983). 

Basilli kulak enfeksiyonlarından menenjite, idrar yolu enfeksiyonlarından kan zehirlenmesi 

gibi enfeksiyonlara neden olurlar. Çoğunlukla, bağışıklık sistemi yetersiz olan veya zarar 

görmüş konaklarda ikincil enfeksiyon olarak ortaya çıkarlar. Bu bakteriler doku zedeleyen 

toksinler veya tedaviyi engelleyen metabolitler üreterek asıl enfeksiyonun daha da kötüye 

gitmesine neden olabilirler. 
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Bacillus anthracis etkeni ile oluşan en bilinen hastalık antrakstır (şarbon). 1600’larda, şarbon 

"Kara Afet" olarak bilinmekteydi ve 60.000’in üzerinde ineği öldürdüğü rapor edilmiştir. 

Şarbon yakın zaman da biyoterörizm için bir metot olarak kullanılarak dünyanın gündemine 

oturmuştur. Bazı basillerin patolojik kapasitelerine rağmen, birçok diğer tür medikal ve 

farmasötik proseslerde kullanılmaktadır. Bu uygulamalar bakterinin belirli protein ve 

antibiyotikleri sentezleyebilme kabiliyetlerinden avantaj sağlamaktadırlar. Neosporinin iki 

bileşeni olan Basitrasin ve polimiksin, basil ürünleridir. Ayrıca, zararsız Bacillus mikropları 

virülant Bacillus türlerinin incelenmesinde kullanışlıdırlar (Anonim 2016). 

2.6. Bacillus Proteazı 

Bacillus cinsi mikroorganizmalar tarafından proteaz tiplerinden çoğunlukla alkali serin 

proteazları (subtilisinler) üretilmektedir. Bunlar DFP veya bir patates proteaz inhibitörü 

tarafından etkisiz hale gelirler. Ayrılan bağın karboksil tarafında tirozin, fenilalanin veya lösin 

bulunduran peptid bağlarını hidrolizlerler. Çoğu alkalin proteazların optimal pH değeri pH 10 

ve izoelektrik noktaları  pH 9 civarlarındadır. Alkalin serin proteazların molekül ağırlıkları 

15-30 kDa arasında değişmektedir. Alkalin serin proteazlar Arthrobacter, Streptomyces ve 

Flavobacterium ssp. gibi çeşitli bakteriler tarafından üretilmesine rağmen (Boguslawski ve 

ark. 1983), subtilisinin en bilinen üreticisi Bacillus spp’dir (Rao ve ark 1998). En potansiyel 

Bacillus cinsi alkali proteaz üreticileri B. licheniformis, B. subtilis, B amyloliquifaciens ve B. 

mojavensis suşlarıdır. Potansiyel üretici olarak bilinen diğer bir bakteriyal kaynak 

Pseudomonas sp’dir (Bayoudh ve ark. 2000). Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, and B. 

subtilis subtilisin Carlsberg-tip enzim üretirler. Enzim üretimi yıllık saf enzimin yaklaşık 500 

metrik ton tutarındadır. Alkali proteazların deterjan, gıda, farmasötik ve deri imalatında 

kullanılabilir olması üretimine olan ilgiyi daha da arttırmaktadır ( Saeki ve ark. 2007, Dias ve 

ark. 2008). Bakteriyal alkali proteazlar alkali pH (pH 9.0-11.0) aralıklarında yüksek 

aktiviteleri ve geniş subsrat spesifiteleri ile karakterize edilirler. Optimum sıcaklık değeri 

yaklaşık 60°C’dır. Bakteriyal alkali proteazlar bu özellikleriyle deterjan endüstrisinde 

kullanım için uygun hale gelirler (Rao ve ark. 1998). Alkalofilik Bacillus türleri deterjan 

formülasyonlarında ağırlıklı olarak kullanılan daha yüksek alkali toleransa sahip enzimler 

üretirler. Nötral Bacillus türlerinden izole edilen proteazlar ise yaklaşık optimal pH 7.0 olan,  

süt protein modifikasyonlarında, azot kontrol, püre çıkarma ve birada bulanıklığın 

giderilmesinde, tatlandırıcı olarak kullanılmak için soya modifikasyonlarında ve hayvansal 

gıdalarda kullanılan çinko metalloproteinazlardır (Ward ve ark. 2004). 
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2.7.Proteazların Endüstriyel Kullanım Potansiyeli 

 Proteazlar hem fizyolojik hem de ticari alanlardaki uygulamaları açısından endüstriyel 

enzimlerin en önemli grubudur. Proteazlar çoğunlukla deterjan, farmasötik ve gıda endüstrisi 

olmak üzere çok çeşitli uygulamalarda kullanılmakta ve tek başına endüstriyel enzimlerden 

elde edilen toplam dünya çapındaki satış gelirinin yaklaşık %60’ını oluşturmaktadır (McGrath 

2005). Ancak, mısırın biyoyakıt olarak kullanıldığı Amerika gibi ülkelerde proteaz talebi 

karbohidratlara yakındır ve daha brüt karlı endüstride kullanılabilir ürünlerle ilgili enzimler 

daha büyük öneme sahiptir (Hayes ve ark. 2006). Proteazların tüm dünya genelinde yıllık 

kullanım oranlarına bakıldığında % 25 alkalin proteazlar, % 21 diğer proteazlar, % 10 renin, 

% 3 tripsindir (Ahmad 2013), (Şekil 2.6). 

 

 
Şekil 2.6. Proteazların endüstride kullanım yüzdeleri (Ahmad 2013) 

Diğer endüstriyel enzimler arasında önemli bir pazar payı bulunan proteaz enziminin, 2019 

yılına kadar pazar payının global enzim piyasasındaki toplam yıllık değeri 2.767 $ milyon 

olarak tahmin edilmekte ve 2014-2019 global proteaz piyasası yıllık bileşik büyüme oranı 

%5.3 olarak öngörülmektedir. Enzim piyasası Kuzey Amerika, Avrupa, Asya-Pasifik ve diğer 

dünya ülkeleri gibi önemli bölgelerdeki enzim uygulamaları ve kaynakları baz alınarak 

bölümlere ayrılmakta ve piyasa değerleri tahmin edilmektedir (Şekil 2.7), (Anonim 2016b). 
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Şekil 2.7. Coğrafi olarak dünya çapında proteaz enzimi market payı 2013-2019 arası (Anonim 

2016) 

 

2.7.1. Gıda Endüstrisi 

Mikrobiyal proteazlar gıda sanayisinde birçok şekilde kullanılmıştır. İlk olarak, proteazlar 

gıda endüstrisinde yüksek besin değerli protein hidrolizatlarının üretiminde kullanıldı. Protein 

hidrolizatları kan basıncını düzenlemede, bebek besini formülasyonlarında, belirli tedavisel 

diyet ürünlerinde, meyve suları ve alkolsüz içeceklerin zenginleştirilmesinde önemli bir rol 

oynar (Ward 1985, Neklyudov ve ark.2000). Rebeca ve ark. (1991) B. subtilis proteazını 

kullanarak yüksek besin değerli balık hidrolizatlarını ürettiler. Matsui ve ark. (1993) B. 

licheniformis alkaline proteazı ile etkileşimi sonrası sardalye kasından elde edilen 

anjiyotensin-I-dönüştürücü enzim-engelleyici aktivite gösteren proteaz hidrolizatları 

bulunduğunu rapor etmişlerdir. Proteazlar bebek maması sütünde ki  süt proteinini peptitlere 

ve serbest aminoasitlere indirgeyerek alerjik reaksiyonlara karşı olan hassaslık riskini azaltır. 

Bu özellik, gelişen alerjiler için yüksek risk grubuna dahil olan yada inek sütüne alerjisi olan 

bebekler için çok önemlidir. Fujimaki ve ark.(1970) alkalin proteazını soya protein 

hidrolizatlarını üretmek için kullanmıştır.  

Protein hidrolizatları diyet, sağlık ürünleri ve klinik beslenme suplementleri bileşenleri olarak 

çeşitli uygulamalara sahiptir. Hidrolizatın acı tadı kullanım alanındaki ana sınırlayıcıdır. Acı 

yoğunluğu, hidrolizatta bulunan hidrofobik aminoasitler ile doğru orantılıdır. Ayrıca prolinin 

merkezde bulunması acılığa yol açan sebeplerden biridir. Laktik asit bakterisinden elde edilen 

amino peptidaz, acılık gidermede büyük bir potansiyele sahiptir (Rao ve ark. 1998). 
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Proteazların mandıra endüstrisindeki ana uygulaması peynir yapımıdır. Peynir yapımında 

proteazların ilk fonksiyonu, belirli peptit bağlarını p-k-kazein ve makro peptitler oluşturmak 

için hidrolize etmesidir. Ohmiya ve ark. (1979) immobilize alkaline proteazının peynir 

yapımında kullanımını rapor etmiştir. Bacillus subtilis, Mucor michei ve Endothia parasitica 

gibi genellikle güvenilir kabul edilen mikroplar tarafından üretilen proteazlar peynir 

yapımında kullanılmıştır (Rao ve ark.1998). Whey peynir üretimi prosesinin verimli bir yan 

ürünüdür. Proteazlar ayrıca biyokonversiyon prosesi esnasında wheyi protein hidrolizata 

dönüştürürler (Perea ve ark. 1993).   proteazlar et yumuşatma proseslerinde de kullanılırlar. Et 

yumuşatma için kullanılan enzimlerin etkimesindeki farklılık bitkide ve mikrobiyal 

proteazlarda gözlemlenmiştir. Papain gibi bitki proteazları ana olarak kolajen ve elastin 

üzerinde etki ederken, mikrobiyal proteazlar kolajen üzerinde zayıf bir etkiye ve kas lifleri 

üzerinde önemli ölçüde etkimeye sahiptir. Bu avantajlar araştırmacıları hem bitki hem de 

mikrobiyal proteazlar içeren formülasyonlar geliştirmeye yöneltmiştir (Mathew 1999). 

Mikrobiyal proteazlar pişirme prosesinde kullanışlıdırlar. Un gluten, nişasta, nişasta 

içermeyen polisakkaritler, lipitler ve eser miktarda minerallerden meydana gelmektedir. 

Proteaz, proteoliz etkimesi ile gluteni zayıflatmakta böylelikle hamur oluşumunu 

arttırmaktadır. Lyones (1982) glutenin hidrolize edilmesinden dolayı proteazların varlığında 

yumuşak hamur oluşumunu gözlemlemiştir. Keratinolitik aktiviteye sahip alkalin proteazlar, 

kuş tüyünden ya da keratin içeren maddelerden proteinli hayvan yemi üretiminde kullanılırlar. 

Dalev (1990, 1994) ve Cheng ve ark. (1995) B. subtilis ve B. licheniformis PWD-1’den 

alkalin proteazları kullanarak proteinli hayvan yemi üretimini rapor etmişlerdir.  

 

2.7.2.Fotoğraf Endüstrisi 

Alkalin proteazları kullanılmış röntgen ya da fotoğrafik filmlerden gümüşün geri 

kazanılmasında önemli bir rol oynar. Bu atık filmlerin jelatin katmanı ağırlık olarak % 1.5 - 2 

oranında gümüş içermektedir. Geleneksel olarak filmlerdeki gümüşün geri kazanılması 

çevreye zarar veren bir yöntem olan filmlerin yakılmasıyla yapılmaktaydı. Filmin ana 

maddesi olan polyester bu metot kullanılarak geri kazanılamamaktadır. Gümüş, jelatine bağlı 

olduğundan gümüşü protein katmanından proteolitik işlemlerle çıkarmak mümkündür. 

Jelatinin enzimatik hidrolizi, sadece gümüşü çıkarmaya değil aynı zamanda filmin ana 

maddesi olan polyesterinde geri dönüşümde değerlendirilmesine olanak tanır. Fujiwara ve 

ark. (1989) B.subtilis proteazının varlığında 50-60+°C sıcaklıkta 30 dakika içerisinde 

ayrıştırıldığını rapor etmiştir. Ishikawa ve ark. (1993) Bacillus sp. B21-2 alkalin proteazının 
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röntgen filmlerindeki gümüş parçacıklarını çıkarmak için jelatin katmanının enzimatik 

hidrolizinde kullanıldığını rapor etmiştir. Bacillus sp. B18 (Fujiwara ve ark. 1991) ve B. 

cougulans PB-77’ nin alkalin proteazlarının da kullanılmış röntgen filmlerindeki jelatin 

kaplamasından gümüşün geri kazanılmasında etkili olduğu gösterilmiştir. 

 

2.7.3.İpek İşlenmesi  

Proteazlar ipeğin işlenmesinde de kullanılmaktadır. Saf ipeğin iplikleri ipek özünü 

temizlemek için pişirilmelidir. İpek özü, proteinli bir bileşen olup ipek liflerini kaplamakta ve 

ipek liflerine sert bir yapı sağlamaktadır. Geleneksel pişirme yöntemi sabun içeren bir alkalin 

çözelti içerisinde yapılmaktadır (Kanehisa 2000). Bu genellikle pahalı ve kaba bir 

uygulamadır, çünkü lifin kendisi ve lifli protein hasar almaktadır. Bununla birlikte, proteolitik 

enzimlerin kullanılması daha iyi bir yöntemdir, çünkü ipek özünü lifli proteine hasar 

vermeden temizler. Puri (2001) Bacillus sp. RGR-14’ ten elde edilen alkalin proteazının ipek 

pişirme verimliliği üzerine çalışmış ve işlem görmüş lifleri elektron mikroskobuyla 

incelemiştir. Elektron mikroskobu altındaki incelemeler, işlem görmüş ipek lifleri 

kümelenmelerinin yumuşak ve kompakt işlem görmemiş lif yapısıyla karşılaştırıldığında 

dağıldığını göstermiştir. 

2.7.4.Endüstriyel ve Evsel Atıkların Yönetimi 

Proteazlar proteinli atıkları su sisteminin biyolojik oksijen gereksinimini azaltarak çözerler. 

Son yıllarda, proteazlar çeşitli gıda-işleme endüstrileri ve evsel aktivite sonrası oluşan 

atıkların yönetiminde kullanılmaktadır. Dalev (1994) B. subtilis’ten üretilen alkalin proteazı 

kümes hayvanları kesim evlerinde ortaya çıkan atık kuş tüylerinin yönetiminde kullanmıştır. 

Takami ve ark. 1992 giderlerdeki tüyleri temizlemek için tüy dökücü ajan olarak 

kullanıldığını rapor etmiştir. 

 

2.7.5.İlaç Endüstrisi 

Proteazların geniş çeşitlilik ve spesifikliği tıbbi öneme sahip ürünlerin geliştirilmesinde 

kullanıldı. Kudrya ve Simonenko (1994) B. subtilis 316M nin elastolitik aktivitesini 

yanıkların tedevisinde, iltihaplı yaralarda, çıbanlarda ve apselerde uygulanan elastoterazın 

hazırlanması için kullanmıştır. Aspergillus oryzae’dan proteazların ağızdan alınması belirli 

litik enzim eksikliği sendromunu tedavi etmek için sindirim yardımcısı olarak kullanılmıştır 
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(Rao ve ark.1998). Kim ve ark. (1996) Bacillus sp. CK 11-4’ten üretilen alkalin proteazının 

fibrinolitik aktiviteye sahip trombolitik ajan olarak kullanımını rapor etmiştir. 

2.7.6.Deri Endüstrisinde Kullanımı 

Deri endüstrisi, çeşitli kimyasalların kullanımı ve zararlı maddeler yayması nedeniyle çevre 

kirliliğine neden olur (Pvanakrishnan ve Dhar 1986, Meraz ve ark. 2006). Deri prosesi 

emdirme, tüy alma, yıkama ve atık prosesi gibi birçok etaptan oluşur. Emdirme aşamasında 

proteolitik enzimlerin kullanımı interfibriler proteinlerin çözünmesini hızlandırır, su emilimini 

kolaylaştırır ve emdirme operasyonunun süresini kısaltır. Geleneksel metotlar kullanarak 

tüylerin alınması çeşitli çevre problemleri oluşturmuştur. Endüstriyel sıkalada enzimatik tüy 

alma genellikle az miktarda kireç kullanılması ile tüy alma verimini arttırır ve tüy alma 

prosesinin maliyetini azaltır (Thanikaivelan ve ark. 2004). Bununla birlikte, son dönemlerde 

mikrobiyal alkalin proteazların kullanımı kireç gereksiniminin ve tüy alma süresinin 

azaltılması, atık arıtma maliyetini düşürme, deri yüzeyini arttırma ve boyamayı iyileştirmesi 

gibi birçok nedenden dolayı popüler oldu. Alkalin proteazları tüy alma prosesini hızlandırır, 

çünkü alkakin koşulları tüy köklerinin genişlemesini kolaylaştırır ve daha sonra saç bezciği 

proteinindeki proteazların atağı tüylerin kolay alınmasına imkan verir (Gupta ve ark. 2002). 

Varela ve ark. (1996) B. subtilis IIQDB32 alkalin proteazının koyun derisindeki tüyleri alma 

için kullanıldığını rapor etmiştir. George ve ark. (1995)  post ve deride ki tüyleri almak için B. 

amyloliquefaciens alkalin proteazlarını kullanmıştır. Tüylerin tamamıyla alınması 

kimyasalların yardımı olmadan enzimler sayesinde başarılmıştır (Thangam ve ark. 2001, 

Dayanandan ve ark. 2003, Macedo ve ark. 2005). Tüy alma hakkındaki benzer bulgular B. 

pumilus BA06’nın mutant türüyle üretilen alkalin proteazlar ile de rapor edilmiştir (Wang ve 

ark. 2007). 

Günümüzde, bakteriyal proteazlar kimyasalların yerine temizleme ajanı olarak 

kullanılmaktadır. Hameed ve ark. (1996 ve 1999) B. subtilis k2 alkalin proteazını temizleme 

ve deri prosesinde kullanmıştır. Proteazlar ayrıca deri artığı prosesinde de yararlıdır. Dalev ve 

Simeonova (1992) deri endüstrisi atıklarının tam kullanımı için alkalin proteaz içeren bir 

teknik geliştirmişlerdir. 
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2.7.7. Deterjan Endüstrisinde Kullanımı 

Performans arttırıcı olarak enzimlerin deterjanlarda kullanımı geçtiğimiz çeyrek yüzyıldan bu 

yana muhtemelen deterjan endüstrisindeki en büyük yeniliklerden biridir. Proteazlar 

endüstriyel öneme sahip çeşitli enzimler arasında en önemli olanlarıdır. Proteazların çamaşır 

deterjanlarında kullanımı enzimlerin dünya çapındaki toplam satışlarının %25’ine tekabül 

etmektedir (Rao ve ark. 1998). Enzimin deterjanlardaki ilk kullanımı 1913 yılında, Röhm ve 

Hass'ın deterjanları Burnus ta kullanmış oldukları işlenmemiş pankreatik enzim tripsini 

tanıtmalarıyla ortaya çıkmıştır, fakat deterjanın yüksek alkalinliği nedeniyle, pankreatik 

enzimlerle çok iyi çalışılamamıştır. Bacillus türünden bir alkalin proteaz (subtilisin), 

1960’ların başlarından itibaren deterjanlarda kullanılmıştır. O tarihten sonra, deterjanlar için 

uygun olan alkalaz ve savinaz (novoenzimler), maxacal ve purafect (Genencor), KAP (Kao) 

ve balp (Henkle) gibi birçok yüksek alkalin enzimi bulunmuştur. Bu subtilinlerle ilgili ciddi  

problem kimyasal oksidanlarla etkileşime girmemeleridir. Novoenzimler ve Genencor, 

oksitlenmeyen aminoasitli Met kalıntılarıyla protein mühendisliği tarafından yer değiştirmiştir 

(Bott 1997). Son dönemlerde, E-1 ve KP-43 gibi oksitlenebilen stabil serin proteazları 

alkalofilik Bacillus sp. içerisinde bulunmuştur (Saeki ve ark. 2000, Saeki ve ark.2002). 

Enzimler, çamaşır ve bulaşık temizleme deterjanlarında fonksiyonel katkı maddesi olarak 

kullanılmaktadır. Bu enzimler yüksek verimlilikte, çevreye uyumlu ve enerji tasarrufu 

sağlayan bir şekilde çalışırlar. Proteazlar gündelik çamaşırlardan, kontak lensleri ya da takma 

dişleri temizleme reaktifleri kadar her çeşit deterjanlar için standart katkı maddeleri olarak 

kullanılmaktadır. Bununla birlikte, alkalin proteazın deterjan formulasyonunda kullanımı 

deterjan kalitesindeki çok büyük ektilerinden dolayı önemli derecede artmaktadır. Şimdiki 

market trendi ve tüketici ihtiyaçları imalatçıları düşük fiyatlı ve lekelere karşı etkili yeni 

enzimler bulmaya yöneltmektedir. Geçtiğimiz 30 yıldan beri, deterjanlardaki proteazlar  

küçük katkı maddeleri olmaktan anahtar katkı maddesi seviyesine değişim gösterdi. Deterjan  

katkı maddesi için proteazlar, belirli kriterleri karşılamalıdır. Enzimler, yüksek sıcaklık ve pH 

değerlerinde stabil olmalı ve deterjanlarda bulunan çamaşır suyu, sürfaktan, kıskaçlayıcı ve 

oksitleme ajanları ile uyumlu olmalıdır. Bu yüzden, oksitleme ajanlarına karşı yüksek 

kararlılık gösteren enzimler deterjan endüstrisi için muazzam bir ticari öneme sahiptirler. 

Peroksitler ve perboratlar modern çamaşır suyu esaslı deterjan formulasyonları için yaygın 

katkı maddeleridir. Alkalin proteazının kararlılığı konusundaki önceki araştırmalar, Bacillus 

calusii 1-52 proteazının  %1 H2O2 ile işlemeden sonra  %114’e kadar artık aktivite sergilerken 

(Joo ve ark.2003), Vibrio fluvialis türü VM10’dan bir alkalin proteazı %4 H2O2 ile 
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inkübasyonundan sonra %132 aktivite sergilediği gösterilmiştir (Venugopal ve 

Saramma,2006). B. licheniformis tarafından üretilen akalin proteazları deterjan  

formülasyonlarında baskın kullanıma sahiptir. Bacillus sp. JB-99 (Johnvesly ve Naik  2001), 

Bacillus mojavensis (Beg ve Gupta 2003), Bacillus sp. L21 (Tari ve ark. 2006), Bacillus 

licheniformis RP1(Sellami-Kamoun ve ark. 2008) ve alkalofilik Bacillus sp. 2-5 (Khosravi-

Darani ve ark. 2008) türlerinden alkalin proteazlarının deterjan endüstrisi için yararlı 

seçenekler oldukları bildirilmiştir. Çamaşır deterjanı kullanımlarının dışında, gündelik  

bulaşık deterjanlarının formulasyonunda da oldukça popülerdirler (Godfrey ve West 1996, 

Showell 1999). Enzimin deterjan formulasyonunda ki uygunluğunu kontrol etmek için bir 

diğer önemli parametrede kan lekesini çıkarmadır. Önceki raporlar, alkalofilik bakteri ve 

Preudomonas aeruginosa PD100 türlerinden proteazların deterjan eksikliğinde pamuklu 

kıyafetlerden kan lekesini çıkarmak için kullanıldığını göstermektedir (Kanekar ve ark. 2002,  

Najafive ark.2005). 

Yukarıda bahsedilen uygulamalara ek olarak, mikrobiyal proteazlar bazı diğer amaçlar içinde 

kullanılmaktadır. Proteazlar soya sosunun ve soya ürünlerinin hazırlanmasında 

kullanılmaktadır. Rao ve ark.(1998)  belirli yiyecek ve içeceklerde düşük kalorili tatlandırıcı 

olarak kullanılan "Aspartame" (L-aspartyl-L-phenyl alanine methyl ester)’ın üretimi için 

proteaz kullanıldığını rapor etmiştir. Mikrobiyal proteazlar, maya özütü ve tek hücreli protein 

vb. üretiminde kullanışlı olabilir (Ward 1985). Proteazlar ayrıca direkt ya da dolaylı olarak 

porsinin insan insülinine dönüştürülmesinde kullanılırlar (Morihara ve ark.1980, Glass 1981). 

2.8. Mutasyon 

Mutasyon genetik materyaldeki kalıtsal değişikliklerdir. Bazı mutasyonlar organizmaya 

yararlı veya nötr olabilir, ancak mutasyon genellikle önemli bir hücresel fonksiyonun kaybına 

neden olacağından çoğu aslında zararlıdır. Mutasyonlar bakterilerde ilk replikasyon esnasında 

baz çifti başına 10
-7

-10
-8

 oranında spontan yani doğal olarak meydana gelir ve bu oran 

mutajen varlığında önemli ölçüde arttabilir. Mutajenler; ya fiziksel formda örneğin 

elektromanyetik radyasyon formunda ya da kimyasal formda örneğin nikotin gibi olabilir.  

Protein mühendisliği denilen yeni bir alt dal ile fonksiyonel ve yapısal öneme sahip 

aminoasitlerin aydınlatılmasında DNA dizisi bilinen gen üzerinde değişiklikler yani 

mutasyonlar yapılması ve fonksiyonel olarak mutant proteinin aydınlatılması mümkün hale 

gelmiştir. Mutagenez olarak da adlandırılan bu teknikler, tesadüfü olarak bir defada sayısı ve 

tam yeri belirsiz farklı bölgeleride kapsayan rastgele mutagenez (Random mutagenesis)  
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teknikleri ve sadece belirli hedef aminoasitlerin delesyonu, insersiyonu ve değişimini ifade 

eden bölge hedefli mutasyonlar ya da yönlendirilmiş mutagenez (Site-directed mutagenesis) 

teknikleri olarak ikiye ayrılabilir. 

Rastgele Mutagenez Teknikleri: Mutagenez konusundaki erken yaklaşımlar, mutasyon 

üretiminin de tamamen rastgele metotlara dayanmaktaydı. Hücreler veya organizmalar UV 

radyasyonu veya mutajenik kimyasallar gibi mutajenlere maruz bırakılmak suretiyle arzu 

edilen özelliklere sahip mutantlar seçilir. Hermann Muller X-ışınlarının meyve sineklerinde 

genetik mutasyonlara yol açtığını keşfetti (Muller 1927) ve genetik üzerine yaptığı çalışmalar 

için Drosophila mutantlar kullanma yoluna gitti. Escherichia coli  için, hücreler ilk olarak UV 

radyasyona maruz bırakıldıktan sonra mutantlar agar ortamı üzerinde seçilebilir. Koloniler 

biri zengin ortam, diğeri minimal ortamda olmak üzere replike petrilere alınır, ve özel besinsel 

gereksinimlere sahip mutantlar, minimal ortamda gelişim için yetersizlik sayesinde tespit 

edilebilir. Benzer prosedürler diğer hücre tipleri ile ve seçim için farklı bir ortam ile tekrar 

edilebilir. Belirli proteinlerde rastgele mutasyonlar üretilmesi için bir dizi yöntem, ilgi çekici 

veya daha iyi özelliklere sahip mutantlar için taranması için geliştirilmiştir (Anonim 2016).  

Hayvan çalışmalarında, N-ethyl-N-nitrosourea  gibi alkilleyici ajanlar  mutant fareler üretmek 

için kullanılmaktaydı. Ayrıca, Ethyl methanesulfonate (EMS)’da mutant bitki ve hayvan 

üretmek için kullanılmaktadır (Hrabé ve Balling 1998, Flibotte ve ark.2010). 

Bölge hedefli mutasyonlar ya da yönlendirilmiş mutagenez: Bir gendeki özgül değişimlerin 

yapıldığı işlemlerdir. Bu teknikle protein yapısı ve görevi ile ilgili araştırmalar yapılmaktadır. 

“Site directed Mutagenez Uygulamaları” ile bir gendeki baz değişimi ve dizi delesyon ve 

insersiyonu yapılabilir. Bu yöntem aynı zamanda vektördeki restriksiyon alanların 

değiştirilmesi, vektör elementlerin insersiyon veya delesyonu, promotor eklenmesi veya 

değiştirilmesi gibi DNA yapılarının modifiye edilmesinde kullanılır (Anonim 2006). 

Birçok araştırmacı bir alana bir şekilde DNA'da seçilen değişiklikleri araştırarak ortaya 

koymak istemektedir. İlk olarak nükleotidlerin analogları ve diğer kimyasallar lokalleştirilmiş 

nokta mutasyonlar oluşturmak için kullanılmıştır (Shortle 1981). 

Bazı kimyasalları içeren aminopürinler AT-GC transisyonunu (Caras ve ark.1982), 

indüklerken nitrosoguanin (McHugh ve Miller 1974), bisülfit (Shortle ve Nathans 1978), ve 

N
4
-hydroxycytidine GC-AT transisyonunu (Flavell ve ark. 1975) indükleyebilir. Bu teknikler, 

bir proteine özgü düzenlemeye yarayan özel mutasyonlara izin verir, ancak bu teknikle 

oluşturulan mutant çeşitleri esnek değildir ve bu nedenle rastgelelik derecesi azdır. 
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Alana yönelik (site-specific) mutasyon için kullanılan mevcut teknikler genel olarak DNA 

polimeraz ile primer uzatma reaksiyonlarında mutajenik oligonükleotidler kullanılmasını 

kapsamaktadır. Bu metotlar DNA’da tanımlanacak özel bölgelerin kücük alanlarında nokta 

mutasyonu delesyon veya insersiyona izin verir. Metodolojideki gelişmeler mutagenesiste 

oldukça basit ve etkili süreçleri ortaya koymuştur (Papworth ve ark.1996). 

 

2.8.1.Radyasyon  

Radyasyon bilinen ilk mutajenik ajandır,  genler üzerindeki etkileri ilk olarak 1920 yılında 

rapor edilmiştir. Radyasyonun kendisi ise 1890 yılında keşfedilmiştir. Roentgen 1895’de X-

ışınlarını, Becquerel 1896’da radyoaktiviteyi, Marie ve Pierre Curie 1898’de radyoaktif 

elementi keşfetmiştir. Bu üç keşif ve diğerleri atom fiziğinin doğuşuna ve elektromanyetik 

radyasyonu anlamamıza yol açmıştır (Anonim 1999). Radyasyonlardan, Sterilizasyon- 

dezenfeksiyon ve mutasyonlar oluşturmak üzere başlıca iki amaçla yararlanılmaktadır (Arda 

2006). Fiziksel mutajenik radyasyonların iki formu vardır; iyonize radyasyon ve iyonize 

olmayan radyasyon. Radyasyon şekil 2.8‘de detaylı olarak sınıflandırılmıştır (Arda 2006). 

 

Şekil 2.8. Radyasyonun sınıflandırılması (Arda 2006) 

X-ışınları ya da gama radyasyonları gibi iyonize radyasyonlar hücrede moleküllerden 

elektronları koparmak için yeterli enerjiye sahiptirler. Elektronlar moleküllerden ayrıldığında,  

serbest radikaller adını alan iyonlar oluşur. Bu serbest radikaller hücredeki DNA ya da RNA 

gibi çoğu diğer moleküllere oksidasyonla zarar verebilirler. Ultraviyole (UV) gibi iyonize 

olmayan radyasyonlar ise moleküllerdeki elektronları uyararak mutajenik etkilerini 
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gösterirler. DNA molekülündeki elektronların uyarımı genellikle DNA’daki komşu iki 

primidin (özellikle timin) arasında ekstra bağ oluşumuyla sonuçlanır. Elektromanyetik 

radyasyonlar dalga boyu, frekans ve enerjilerine göre ayırt edilebilirler (Anonim 2013). 

Radyasyonun dalga boyuna rağmen, radyasyonun artmasıyla dışarıya verilen enerji azalır. 

Örneğin; iyonize rasyasyon genellikle 1 nm (nanometre)’den az dalga boyuna ve 100 eV 

(elektron volt)’dan fazla enerjiye sahiptir. İyonize olmayan radyasyon ise 100-390 nm 

arasında dalga boyuna ve 100 eV’dan az enerjiye sahiptir. Bu nedenle, iyonize radyasyonlar 

iyonize olmayan radyasyonlardan daha tehlikeli olarak kabul edilir. Örneğin, kıyafetler UV 

ışınlarını engelleyebilir ancak, X-ışınlarını engellemek için kurşun yelek gerekir. Hem iyonize 

hem de iyonize olmayan radyasyonlar gıda endüstrisi ve laboratuvarlarda, klinik ortamlar 

içerisinde mikroorganizmaların büyümesini kontrol etmek için kullanılmaktadır. İyonize 

radyasyon daha fazla enerjiye sahip olduğundan, çok kolay ve hızlı bir şekilde endospor ve 

hücrelere nüfuz edebilir. Tıbbi malzemelerin sterilizasyonu ve bazı gıda ürünlerinde 

kullanılırlar. İyonize olmayan radyasyonun ise sadece bazı formları kontrollü mikrobiyal 

büyüme için kullanışlıdır (Anonim 2013). 

Radyasyon kaynaklarını, doğal ve yapay olmak üzere iki gruba ayırabiliriz. Doğal radyasyon 

kaynakları; güneş ve uzay boşluğundan gelen kozmik ışınlar, atmosferde (radon), toprak ve 

karasal ürünlerde (ahşap, taş) bulunan radyoaktif elementlerdir ve günlük yaşantıda doğal 

radyasyon kaynaklarından belli miktarlarda radyasyon dozuna maruz kalınmaktadır. Bunlara 

ek olarak,  yapay radyasyon adı verilen insan eliyle oluşturulan radyasyonlara, tıbbi testler 

(tanı ve tedavi amaçlı kullanılan X-ışınları ve diğer prosedürler), nükleer deneme ve enerji 

santralleri ve çeşitli diğer ürünler (Tv, Duman dedektörleri, Havaalanı X-ışınları) örnek 

verilebilir. Doğal ve yapay radyasyon kaynaklarından total ortalama mazuriyet dozu yaklaşık 

350 mrem/yıl’dır ve ortalama mazuriyet değerini arttıran en önemli sebeplerden biri radon 

gazıdır (Anonim 1999). 

2.8.2.Radyasyon etkileri 

İyonize radyasyonlar su molekülleriyle etkileşime girerek serbest radikallerin (hidroksil ya da 

OH radikal) oluşmasına neden olurlar. Serbest radikaller çiftlenmemiş elektronlara sahiptir ve 

kimyasal olarak çok reaktiftirler. Bu nedenle X-ışınları lipid, protein veya DNA gibi 

moleküllerle etkileşime girebilir ve hücre ölümü, hücre bölünmesinin engellenmesi ve organ 

kayıplarıyla sonuçlanabilir, DNA ve protein zararlarına neden olabilirler. 
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İyonize olmayan radyasyon olan Ultraviyole (UV), mutasyonları indükleyen, DNA’da hasar 

oluşturan ve en kötü ihtimalle tümör gelişimine neden olan güçlü genotoksik etkilere sahiptir. 

UV’nin başlıca doğal kaynağı güneştir ve güneşsel UV’nin cilt kanserlerinin ana 

nedenlerinden biri olduğu bilinmektedir (Setlow 1974, Brash ve ark.1991).  UV ışığının 

UVA, UVB ve UVC olmak üzere üç genel türü vardır ve bunlardan her biri insan vücudunu 

bronzlaştıran UVA (320–400 nm), cilt üzerinde güçlü karsinojenik etki gösteren UVB (280–

320 nm),  germisidal  (antiseptik, mikrop öldürücü) etki yapan UVC (200–280 nm) gibi farklı 

mutajenik özelliklere sahiptir. Yeryüzüne ulaşan güneş ışığının UV bileşenleri UVA ve UVB 

(290–400 nm)’den oluşmaktadır, UVC ise yeryüzüne ulaşmadan ozon tabakası tarafından 

absorblanır  (Anonim 1999) , (Şekil 2.9).   

 

Şekil 2.9. UV dalga boyu ve ozon absorbsiyonu 

 

UVC, UVA ve UVB’den daha kısa dalga boyuna ve yüksek enerjiye sahip olduğundan, 

potansiyel olarak en zararlı UV formudur ve bakteri, virüs, protozoa, maya, küf ve alg gibi 

mikroorganizmalara karşı öldürücü etkiye sahiptir. 254 nm’de UVC en büyük antimikrobik 

etkinliğe sahiptir (Tran ve Farid 2004, Keyser ve ark. 2008, Pala ve Tokluca 2010).    
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2.8.3. UV ile İndüklenmiş DNA Lezyonları ve  Mutasyonlar 

UV radyasyonuna özgü olarak DNA’da iki farklı mutajenik ve sitotoksik DNA lezyonu 

meydana gelir. UVB ya da UVC tarafından uyarılan en sık lezyonlar, siklobütan pirimidin 

dimerleri ve 6-4 fotoürün oluşumudur (Anonim 2004). (Şekil 2.10). Siklobütil halka yapısı, 

iki komşu pirimidin bazının 5,6 bağları arasında oluşurken, 6-4 fotoürün yapısı iki komşu 

pirimidinin 6. ve 4. pozisyonları arasındaki kovalent bağ oluşumuyla karakterize edilir 

(çoğunlukla 5’CC3’ ve 5’TC3’), (Hader ve Sinhab 2005), (Şekil. 2.11). 6-4 fotoürün oluşumu, 

siklobütan pirimidin dimerlerine kıyasla çok daha düşük seviyelerde meydana gelir (Mitchell 

ve Nairn 1989, Yoon ve ark. 2000). 

 

Şekil 2.10. UV ışığı etkisi sonucu dimer oluşumu (Anonim 2004) 

 

 

Şekil 2.11. UV radyasyonu sonucu en toksik ve mutajenik DNA lezyonu, siklobütan 

pirimidin dimerleri oluşumu; (A) timin-timin siklobütan pirimidin dimeri, (B) timin-sitosin 

dimeri (Hader ve Sinhab 2005) 
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Bu UV lezyonlar, etkinliği dalga boyu ve takiben DNA bazlarının direkt UV enerji 

absorbasyonuna bağlı fotokimyasal reaksiyonlar yoluyla oluşturulur (Markovitsi ve ark. 

2010).  Siklobütil halkası ve 6-4 fotoürünleri oluşumu yaklaşık 260 nm’de en yüksektir ve 

oluşumlarının etki spektrumları DNA’nın absorpsiyon spektrumuna paraleldir. 

 Dimer oluşumu; DNA heliks yapısını bozar, replikasyon ve transkripsiyonu bloke eder,  

hücre bölünmesini durdurur. Hücre için şu sonuçlar ortaya çıkabilir; hücre bölünmesi hücre 

onarımı sırasında durabilir, hata düzeltildiği zaman tekrar başlar (Bakteriyostatik etki). Hücre 

canlılığını kaybeder ve artık replikasyon yapamaz (Bakteriyosidal etki) (Kirchner 2016).  

Ayrıca UV, daha sonra hücresel oksijeni etkinleştirebilen (Peak 1987, Tyrrell 2000) 

riboflavin, triptofan ve porfirin gibi bazı küçük molekülleri aktive ederek (Krasnovsky 1979, 

Peak 1984), reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimi ile uyarılmış hücrelerde oksidatif strese 

neden olur. ROS, DNA’ya atak yapar ve DNA’da timin glikol ve 8-hidroksiguanin (8OH-G) 

gibi oksidatif baz hasarı oluşturabilir ya da zincir kırıkları yapabilir (Kielbassa ve ark. 1997, 

Kino ve Sugiyama 2005). Aynı zamanda, ROS DNA sentezi için nükleotid öncü-maddeleri 

olarak kullanılabilen, 8-hidroksideoksiguanosin-trifosfat (8OH-dGTP) gibi oksitlenmiş 

nükleotidleri üreten (Sekiguchi ve Tsuzuki 2002), hücresel nükleotid havuzlarına atak yapar. 

Oksidatif DNA ve nükleotid hasarın bazılarının mutajenik olduğu bilinmemektedir (Grollman 

ve Moriya 1993, Kino ve Sugiyama 2005). Bu nedenle; UV dolaylı bir mekanizması yoluyla 

genomda oksidatif kaynaklı mutasyonlara neden olabilir. 

UV, dipirimidin bölgelerinde sitosin (C)  timin (T) baz değiştirme ve nadiren meydana 

gelmesine rağmen CC  TT tandem baz değiştirme gibi spesifik mutasyon tiplerine neden 

olmaktadır. Mutasyonun bu iki tipi ayrıca UV signatürü olarak adlandırılır (Brash ve 

ark.1991) ve algılanmaları UV’ya maruz kaldıktan sonra meydana gelir. Bu UV spesifik 

mutasyon oluşum mekanizmalarının birinde, siklobütan pirimidin dimerinde sitozin bazlarının 

deaminasyonunun ilgili olduğu düşünülmektedir (Tessman ve Kennedy 1991, Tessman, Liu 

ve Kennedy 1992). 
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2.8.4. UV Tamir Mekanizmaları 

İnsan hücreleri UV ile indüklenen dipirimidin DNA fotoürünlerini uzaklaştıran nükleotid 

eksizyon tamir mekanizması adı verilen tek bir mekanizmaya sahipken, bakteri, bakteriofaj ve 

bazı ökaryotik virüsler gibi basit organizmalar UV ile indüklenmiş dipirimidinin onarımını 

fotoreaktivasyon (fotoreversal), nükleotid eksizyon ve baz eksizyon tamir mekanizması olmak 

üzere 3 farklı mekanizmaya sahiptir (Llyod 2005). 

2.8.4.1. Fotoreaktivasyon (fotoreversal) Tamir Mekanizması 

Kellner 1949’da UV ile ışınlanan bakterilerin hayatta kalmasının, sonrasında yoğun bir mavi 

ışık kaynağına maruz bırakılmasıyla büyük oranda arttırılabileceğini gözlemlemiştir. 

1960’larda Rupert, fotoreaktif bir enzimin varlığını kanıtlamış ve temel özelliklerini 

belirlemiştir. Karanlıkta, fotoliyaz enzimi spesifik olarak UV ile ışınlanan DNA’daki timin 

dimerlerine enzim-subsrat kompleksi oluşturmak için bağlanır. Bu kompleks 320-410 nm 

aralığında ışığın absorbasyonu ile aktive edilir. Pirimidin dimerleri monomerik pirimidinlere 

dönüştürülür ve enzim serbest bırakılır (Anonim 2008a), (Şekil 2.12) Belirli deneysel şartlar 

altında, 254 nm’de UV radyasyonun düşük ışınımlarıyla bakterilerde oluşan letal hasarın %80 

kadarı fotoreaktiflenebilir (Setlow 1966). 

 

Şekil 2.12. Fotoreaktivasyon (fotoreversal) tamir mekanizması  (Anonim 2008a)  

 

2.8.4.2. Eksisyon Tamir mekanizmaları 

Fotoreaktivasyonun aksine, ışıktan bağımsız olan tamir mekanizmaları çok daha komplekstir 

ve DNA’da meydana gelen hasarı doğrudan onarılmaz,  bunun yerine hasarlı bölgedeki 

nükleotidleri yeni hasarsız nükleotidlerle değiştirir  (Prakash 1993, Seeberg 1995, Britt 1996, 

Lindahl ve Wood 1999). Eksizyon tamir mekanizmasının baz eksizyon ve nükleotid eksizyon 

olmak üzere iki ana yolu vardır. 
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2.8.4.3. Baz Eksizyon Tamir Mekanizması 

Baz eksizyon tamiri,  iyonize radyasyon, güçlü alkilleyici ajanlar, hidrolitik deaminasyon ya 

da farklı intrasellüler metabolitlerden kaynaklanan baz lezyonlarına ve T4 Fajına özgü timin 

dimerlerinin tamirinde kullanılan DNA tamir yoludur.  

Baz eksizyon tamir mekanizmasına katılan en önemli enzimler baz ve nükleotid rezidülerinin 

2-deoksiriboz kısımları arasındaki N-glikosidik bağları kopararak, modifiye ya da hasarlı 

bazların farklı tiplerini uzaklaştıran DNA glikosilazlardır. Farklı DNA glikosilazlar hasarın 

farklı türlerini giderir ve tamir yolunun spesifisitesi ilgili glikosilazın tipi tarafından belirlenir 

(Seeberg ve ark. 1995). Baz uzaklaştırıldıktan sonra, apürinik/apirimidinik (AP) bölge oluşur 

ve bu bölge DNA ipliğinin 5´ veya 3´ ucunda çentikler açan AP endonükleaz ya da AP liyaz 

tarafından uzaklaştırılır. Kalan deoksiriboz fosfat rezidü fosfodiesteraz tarafından ortadan 

kaldırılır; oluşan boşluk DNA polimeraz tarafından doldurulur ve DNA ligaz iplikleri 

birleştirir (Sakumi ve Sekiguchi 1990, Seeberg ve ark.1995), (Anonim 2005), (Şekil 2.13). 

 

Şekil 2.13. Baz eksizyon tamir mekanizması (Anonim 2005) 

 

Birçok DNA glikozilaza ek olarak,  bazı organizmalar daha çok pirimidin dimer 

oluşumlarının bulunduğu bölgede zincir kırıklarına neden olan ve UV-endonükleaz olarak 

bilinen enzimler içerirler. UV endonükleazlar, dimeri 5´-pirimidin N-glikosidik bağından 

ayırır ve bunu AP liyazın zincir ayrılması takip eder (Anonim 2016) (Şekil 2.14). Bu enzimin 

yapısı X-ışını kristalografik yöntem ile resmedilmiş (Morikawa ve ark. 1995) ve reaksiyon 

mekanizma yapısı bölgeye yönelik mutajenez deneyler ile açıklanmıştır (Dodson ve ark. 
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1993). Bu enzimler normalde sadece Micrococcus luteus gibi UV-dirençli organizmalarda 

bulunur (Dodson ve ark. 1994). Bununla birlikte, benzer bir enzim bakteriyofaj T4’ün denV 

geni tarafından kodlanmıştır ve buna benzer bir aktivite S. cerevisiae de saptanmıştır 

(Hamilton ve ark. 1992). Siklobütan pirimidin dimeri ve 6-4 fotoürün oluşumunu tanıyan, 

hemen lezyona 5´ ucundan bir kesik oluşturan gerçek ökaryotik UV- endonükleazlar S. pombe 

ve N. crassa’da tespit edilmiştir (Bowman ve ark. 1994, Yajima ve ark. 1995) . 

 

Şekil 2.14.Timin dimerinin T4 fajına özgü baz eksizyon tamir mekanizması (Anonim 2016) 

2.8.4.4. Nükleotid Eksizyon Tamir Mekanizması 

Nükleotid eksizyon tamir mekanizmasında hasarlı bazlar oligonükleotid olarak kesip 

cıkartılır. Bu işlem "ekzinükleaz" adı verilen enzim kompleksi tarafından gerçekleştirilir. 

Trimetrik protein  ( UvrA2+ UvrB)+ATP tarafından DNA taranır. UvrA2 hasarı algılar ve 

uzaklaşır.  UvrB tek iplikte kabarcık oluşturmak üzere DNA’ı büker. Daha sonra UvrC 

bağlanır, UvrB-UvrC kompleksi oluşur. UvrC hasarın 3' ucuna 4 ya da 5 bazlık, 5' ucuna 8 

bazlık uzaktan çentikler açar. DNA helikaz (UvrD) bu 12–13 bazlık parçayı uzaklaştırır. DNA 

polimeraz I UvrB’yi uzaklaştırır, boşlukları doldurur ve zincir ligazla kapatılır (Şekil 2.15),  

(Anonim 2005). 

https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=DNA_helikaz&action=edit&redlink=1
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Şekil 2.15. Nükleotid eksizyon tamir mekanizması (Anonim 2005) 

2.8.4.5. Replikasyon Sonrası Onarım (Post-Replikasyon) Tamir Mekanizması 

DNA hasarının tipi genellikle hücrenin kullandığı DNA tamir mekanizmasını belirlemekte 

etkilidir. Post-replikasyon onarım prosesi ilk olarak DNA hasarı kaynağı olarak ultraviyole 

ışıma kullanılırken keşfedilmiştir. UV-indüklenmiş lezyonların (örn; primidin dimeri 

oluşumu) birkaç tipi vardır ve bunların birçoğu nükleotid-eksizyon onarımı ve 

fotoreaktivasyon onarımı yolları ile ortadan kaldırılabilir. Bununla birlikte hasarlı DNA tamir 

mekanizmaları tarafından onarılamadığında ve tam olarak replike edilemediğinde replikasyon 

sonrası onarım (post-replikasyon) devreye girer. Herhangi bir lezyon bulunduran (örn; 

primidin dimeri oluşumu) DNA replike olurken, DNA polimeraz lezyonun bulunduğu 

kısımda duraklar ve yeni sentezlenen zincir üzerinde boşluk bırakarak üzerinden atlar. Son 

yıllarda, post-replikasyon onarımı Escherichia coli’deki RecF yolunun rekombinasyonu ile 

eşanlamlı sayılmaya başlandı. Rekombinasyonel DNA onarımının RecF yolu büyük olasılıkla 

replikasyon çatalında kodlama yapmayan lezyonun kısmen çoğaltılmasından sonra ortaya 

çıkan boşluklu DNA subsratları üzerinde etki etmektedir. Kodlanmamış lezyon üzerindeki 

kayıp bilgi daha sonra DNA’nın diğer ipliği tarafından RecA proteini gerektiren bir proses 
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içerisinde yerine doldurulur. Bu işlemde, tam olarak replikasyona uğrayan kardeş iplikten 

gelen bilgi, yeni zincirdeki boşluğa aktarılmış olur. Hasarsız kalıp zincirdeki boşluk ise daha 

sonra onarım sentezi ile giderilir (Sandler 2000), (Şekil 2.16). 

.  

Şekil 2.16. Replikasyon sonrası onarım (Post-Replikasyon) tamir mekanizması (Anonim 

2000) 

 

E. coli’de SOS tamir sistemi denilen bir durum daha vardır. Bu sistemde, replikasyon 

sırasında görülen bir lezyonda duraklayıp boşluk bırakma yerine hata olduğunu belirten bir 

takım moleküller sentezlenir (lexA, recA, ve uvr gibi 20 kadar gen ürünü). Bu moleküller de 

lezyon bölgesini hataya eğilimli bölge haline dönüştürür ve replikasyon hızlıca devam eder.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

Uludağ Üniversitesi Biyoloji Bölümü Moleküler Biyoloji ve Biyoteknoloji Laboratuvar'ında 

daha önceden proteaz enzimi üretimi için  topraktan izole edilmiş ve adlandırılmış olan 

Bacillus subtilis strain 168 E6-5  şusu kullanılmıştır. 

3. 2. Yöntem 

3.2.1.Fiziksel Mutajen UV İle Yapılan Mutasyon Çalışmaları 

UV denemeleri  Ultraviyole lambası (UltraViole 254nm, Intensity (μW/cm2) 60, Lamba- VL-

130.G, 1x30W Germination Lamp, Vilber) kullanılarak yapılmıştır (Şekil 2.1). Kültür 

saklama ortamından alınan bakterileri kültürü 18 saat boyunca öninkübasyona tabii 

tutulmuştur. Bu süre sonunda steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile uygun dilusyonlar 

kullanılarak katı besiyeri içeren petrilere yayma yöntemi ile ekim yapılmıştır. Bakterilerin 

üreme ortamına adaptasyonu için petriler belirli sürelerde (6, 8 ve 10 saat) inkübatörde 

bekletilmiştir. Herbir süre sonunda petri kapları açılarak farklı zaman aralıklarında ( 0,5, 1, 5, 

10, 15 ve 20 dakikalarda) UV ışınları besiyeri yüzeyindeki bakterilere direkt olarak 

uygulanmıştır.  UV lambasının besiyeri üzerine olan uzaklığı herbir deneme için 5, 10 ve 15 

cm olarak seçilmiştir. UV mutasyonu sırasında fotoreaktivasyonun önlenmesi amacıyla UV 

çalışmaları karanlıkta yapılmıştır ve  tüm petriler karanlık odadaki inkübatörde 48 saat süre ile 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonucunda canlılık gösteren koloniler mutant olarak seçilmiştir. 

Her bir deneme için 2 paralel çalışma yapılmıştır.  Elde edilen mutanların proteaz aktiviteleri 

kalitatif olarak skim milk içeren agarlı ortamda zon çapları cetvel ile mm olarak ölçülerek 

saptanmıştır. En geniş proteaz zonu gösteren bir adet mutant suş seçilerek ve diğer 

çalışmalarda kullanılmıştır.  

 

Şekil 3.1 UV mutasyonu oluşturma düzeneği 
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3.2.2 Bakteri Üretiminde Kullanılan Besiyerleri ve Bakteri Üretim Koşulları 

Çalışmada mutant bakterilerin saklanması (kültür saklama), geliştirilmesi (öninkübasyon) ve 

enzim üretim kapasitelerinin ölçülmesinde farklı içerikli besiyerleri kullanılmıştır (Çizelge 

3.1). Tüm besiyerleri pH’ları 7.0’ye ayarlandıktan sonra 121 °C’de 15 dk. süre ile otoklavda 

sterilize edilmiştir. 

Çizelge 3.1 Bakterilerin saklanması, geliştirilmesi ve enzim üretim kapasitelerinin 

ölçülmesinde kullanılan besiyerleri  

 

Kültür saklama ortamından alınan bakteri kültürü 18 saat boyunca öninkübasyona tabii 

tutularak, bu süre sonunda bakteri kültürlerinin 600 nm’deki optik yoğunlukları (OD) 

spektrofotometre kullanılarak steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmıştır. Bu şekilde 

ayarlanan kültürden, içerisinde 150 mL enzim üretim ortamı bulunan 500 mL’lik erlenlere % 

1 oranında aşılanarak ve 37 °C’de 150 devir/dk çalkalama hızına sahip inkübatörde 56 saat 

boyunca inkübe edilmiştir. Bakteri üremesi ve enzim aktivite tayinleri 18., 24., 28., 32., 48., 

ve  56. saatlerde yapılarak bakterinin gelişme grafiği çıkarılmıştır. Böylece ana bakteri ve 

mutant suşların maksimum enzim üretim zamanı saptanmıştır.  

 

 

 

 

(Sevinç 2010) (Sevinç 2010)(%g)       (Qadar ve ark.2009)

Pepton

Maya özütü

MgSO4

CaCl2

K2HPO4

pH

 -

 -

 -

7.0 7.0

İçerik 

Nutrient Broth

NaCl

Agar

Glukoz

Enzim Üretim Besiyeri  Bakteri Geliştirme Besiyeri Kültür Saklama Besiyeri 

 -

 -

 -

 -

 -

7.0

-

-

-

0.01

0.05

0.002

0.01

 -

0.8

 -

 -

 -

 -

 -

  0.8

0.8

2.0

0.1

1.0

    0.02 
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3.2.3. Bakteri Üremesinin Ölçülmesi 

Bakteri üremesinin belirlenmesi amacıyla, besiyerinin bulanıklılığı spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. İnkübasyon ortamından alınacak olan örnekler 600 nm dalga boyunda optik 

yoğunluk (OD) değerlerinin okunmasıyla bakteri üreme miktarı belirlenmiştir. Proteaz 

üretiminde kullanılan besiyeri kör olarak kullanılmıştır ve optik yoğunluk (OD) değerlerinin 

okunmasıyla bakteri üreme miktarı tespit edilmiştir. 

 

3.2.4. Toplam Proteaz Aktivitesinin Tayin Edilmesi 

Toplam proteaz tayini Anson tarafından önerilen yöntemin bir modifikasyonu ile yapılmıştır 

(Keay ve Wildi 1970).  Enzim tayini için belirli aralıklarda (18., 24., 28., 32., 48., ve  56. 

saatler) alınan 10 mL örnek 6000 devir/dakika’da 15 dakika santrifüjlenerek enzim içeren 

süpernatant kısım peletten ayrılmıştır. Süpernatant kısım ham enzim çözeltisi olarak 

kullanılmıştır.  

Proteaz aktivitesinin belirlenmesi amacıyla, substrat olarak %2’lik kazein çözeltisi 

kullanılmıştır. 2 gram kazein 20 mL 0.1 M NaOH içerisinde tamamen çözülünceye kadar 

sürekli karıstırılarak ısıtılmıştır. Bu sekilde hazırlanan kazein çözeltisinin hacmi 0.05 M fosfat 

tamponu (pH 7.0) ile 100 mL’ye tamamlanmış ve pH’sı 1/3 oranında seyreltilmiş fosforik asit 

ile 7.0’ye ayarlanmıştır. 

Deneylerde 1 adet kör tüp ve her bir enzim örneği için 2 adet örnek tüpü kullanılmıştır. Her 

iki örnek tüpüne 1’er mL substrat çözeltisi, kör tüpüne ise 2 mL Triklor asetik asit (TCA) 

çözeltisi aktarılmış ve tüpler 37°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek reaksiyon 

sıcaklığına getirilmiştir. Daha sonra substrat içeren tüplere 1’er mL enzim çözeltisi,  kör tüpe 

ise 1 mL fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edilerek 37°C’de 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır. 

Süre sonunda tepkime, örnek tüpler içerisine, 2 mL 0.4 M TCA çözeltisi konarak 

durdurulmuş ve kör tüpüne ise 1 mL substrat eklenmiştir.  Bu karışım, 37°C’de 20 dakika 

bekletildikten sonra oluşan pütürlü yapıyı gidermek için  6000 devir/dakika’da 10 dakika 

santrifüjlenerek süpernatant kısmından alınan 1 mL’lik örneklere, 5 mL 0.4 M NaCO3 ve 1 

mL 1/3 oranında seyreltilmiş folin çözeltisi eklenmiş, karışım vortekslendikten sonra 20 

dakika oda sıcaklığında, karanlıkta bekletilmiştir. Bu süre sonunda çözeltinin optik 

yoğunluğu, enzim aktivitesinin belirlenmesi için 660 nm’de köre karşı okunmuştur. 

Proteaz aktivitesi ölçümlerinde, standart eğri 0-60 Ug/mL tirozin içeren çözeltiler ile 

hazırlanmıştır. Yönteme göre 1 Ug/mL tirozin, 2 U/mL enzim aktivitesine karşılık 
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gelmektedir (Keay ve Wildi 1970). Enzim aktivitesi standart koşullarda, 1 Ug/mL tirozin 

açığa çıkaran enzim miktarı olarak tanımlanmıştır.  

3.3. Enzim Üretimi Üzerine Etki Eden Besinsel Faktörler 

Bu çalışmada, besinsel parametrelerin (karbon, azot, metal iyonları) proteaz  üretimi üzerine 

etkisi araştırılmıştır.  Bakteri maksimum enzim üretiminin saptandığı saatte kadar üretilmiş ve 

bu saatte bakteri üremesi ve enzim aktivite deneyleri yapılmıştır. Üretim ortamında bulunan 

karbon, azot ve metal iyonlarının yerine aynı oranlarda olmak üzere farklı karbon, azot ve 

metal kaynakları denenmiştir. Tüm deneyler 3 kez yapılarak ve ortalama değerler alınmıştır. 

3.3.1. Karbon (C) Kaynaklarının Etkisi 

Mikroorganizmaların üremesinde karbon kaynaklarının önemi göz önüne alınarak farklı 

karbon kaynakları ile çalışılmıştır. Bu amaçla, Çizelge 2.1’de içeriği verilen enzim üretim 

besiyerinde bulunan ve karbon kaynağı olarak kullanılan glukoz yerine, aynı oranda fruktoz, 

gliserol, sukroz, mısır nişastası, buğday nişastası, patates nişastası, maltoz, buğday kepeği 

kullanılarak proteaz enzimi üzerine etkisine bakılmıştır. 

Bakterinin aşılanması ve üretimi 2.2.4’de belirtildiği gibi yapılmış ve belirlenmiş olan 

örneklerde üreme ve proteaz aktivite tayinleri yapılmıştır. 

3.4.2. Azot Kaynaklarının Etkisi 

Azot kaynaklarının bakteri üreme kapasiteleri üzerine olan etkilerinin araştırılması amacıyla 

çeşitli azot kaynaklarının, enzim üretimine olan etkileri araştırılmıştır. Bu amaçla Çizelge 

2.1’de içeriği verilen enzim üretim besiyerinde azot kaynağı olarak kullanılan pepton ve maya 

özütü çıkarılarak yerine aynı oranda mısır ıslatma suyu (corn step-liquor), tripton, yağsız süt 

tozu (skimmed milk), ve et özütü (meat ekstrakt), inorganik azot kaynağı olarak ise NH4NO3, 

KNO3, (NH4)2SO4, NaNO3 ve NH4Cl kullanılmış ve proteaz enzimi üzerine etkisine 

bakılmıştır. 

Bakterinin aşılanması ve üretimi 2.2.4’de belirtildiği gibi yapılmış ve belirlenmiş olan 

örneklerde üreme ve proteaz aktivite tayinleri yapılmıştır. 
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3.4.3. Metal İyonu Kaynaklarının Etkisi 

Besiyerinde bulunan metal iyonlarının bakteri gelişmesi ve enzim aktivitesi üzerine etkisini 

araştırmak amacıyla, Çizelge 2.1’de içeriği verilen enzim üretim besiyerinde bulunan CaCl2 

ve MgSO4 çıkarılarak yerine bunların toplam miktarında LiSO4, FeSO4, KCl, NaCl, MnSO4 

ve ZnSO4 kullanılmıştır.  Üreme ve proteaz aktivite tayinleri yapılmıştır. 

 

3.4.4. Maksimum Proteaz Üretimi İçin Modifiye Ortamın Hazırlanması 

2.4.1, 2.4.2 ve 2.4.3’de maksimum proteaz aktivitesinin saptandığı karbon, azot kaynakları ve 

metal iyonlarını içeren yeni bir modifiye ortam oluşturularak enzim veriminin sağlanması 

yoluna gidilmiştir. Üreme ve proteaz aktivite tayinleri yapılmıştır. 
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4. BULGULAR  

4.1 Mutant Bakterilerin Elde Edilmesi 

Mutant suşların elde edilmesi amacıyla bakterilerin besiyerine adaptasyon süreleri ve UV’ye 

maruz kalma zaman aralıkları her bir deneme için sabit tutulmuş, UV ışığının petri yüzeyine 

olan uzaklığı değiştirilerek çalışmalar yapılmıştır. Çalışmalar sonucunda, bakteriler UV 

ışığına maruz bırakılmadan önce besiyerine adaptasyonları için 6, 8 ve 10 saatlik petrilerde 

üretimleri sağlanmıştır. Her bir adaptasyon süresinin bakteri üzerinde olumlu etkisi 

görülmüştür. Fiziksel mutajen etkeni olan UV ışını ile yapılan çalışmalarda farklı zaman 

aralıkları (0,5, 1, 5, 10, 15 ve 20 dakikalarda) ve UV ışığının petri yüzeyine farklı uzaklıkları 

(5, 10 ve 15 cm) seçilmiştir. Besiyerine adaptasyon süresinin 10 saatin mutasyona uğrayacak 

bakterilerin gelişimi için uygun olduğu saptanmıştır. Yapılan çalışmalarda en iyi mutasyon 

oluşturma zaman aralığı farklılık gösterirken, en iyi uzaklık olarak 15 cm bulunmuştur.  

Mutasyon çalışmaları her bir deneme için iki paralel olarak yapılmıştır. Paralel çalışmalarda 

genellikle aynı sonuçlar elde edilmiştir. Çizelgelerde en geniş proteaz zon çapına sahip 

mutantlar gösterilmiştir. Bacillus subtilis strain 168 E6-5 şusu ile yapılan UV mutasyonu 

sonucu toplam olarak yaklaşık 369 mutant suş elde edilmiştir (Çizelge 4.1, 4.2 ve 4.3).  Tüm 

çalışmalar sonucunda enzim üretimine sahip kolonilerin etrafında açık berrak zonlar cetvelle 

ölçülmüş ve kontrol olan ana suşa yakın ve geniş zonlu olanlar seçilmiştir. Bu mutant suşların 

zon çapları ana şusun zon çapı (8 mm) ile karşılaştırılmış, zon çapı ana şustan büyük olan 

MET39 (12 mm) ve MET41 (10 mm) olarak adlandırılan 2 adet mutant suş seçilmiştir (Şekil 

4.1 ve 4.2). MET39 nolu mutat UV’ye maruz kalma koşulları 15 cm uzaklık ve 5 dakika 

ışınlama süresi ile elde edilirken, MET41 ise 15 cm uzaklık ve 15 dakika ışınlama süresi ile 

elde edilmiştir. Her iki mutantın koloni zon çapları ve proteaz zon çapları farklı çıkmıştır 

(Çizelge 4.3). Ancak toplam zon çapları birbirine yakın olduğundan dolayı her iki mutant 

enzim üretim kapasitelerini kantitatif olarak saptamak üzere denemeye alınmışlardır. 

 

 

 

 



 

43 
 

Çizelge 4.1.  5 cm uzaklıktan yapılan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suşların 

koloni ve zon çapları 

 

 

Çizelge 4.2. 10 cm uzaklıktan yapılan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suşların 

koloni ve zon çapları 

 

 

 

 

 Adaptasyon Süresi       6 saat

 

30 sn   1-2 >20 8 mm 5 mm 13-14 >20 5 mm 3 mm

 1 dk. 3-4 >20 10 mm 3 mm  15-16 6 10 mm 6 mm

5 dk. 5-6 >20 6 mm 4 mm 11 1 8 mm 6 mm 17 4 10 mm 6 mm

10 dk. 7-8 17 6 mm 4 mm 12 4 7 mm 5 mm 18 1 10 mm 6 mm

15 dk. 9-10 10 7 mm 4 mm 19 1 8 mm 3 mm

20 dk.

8 saat 10 saat

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi
Koloni Gözlenmedi

                                         Adaptasyon Süresi    6 saat

 

30 sn   20-21 14 10 mm 6 mm  26-27 15 7 5 31-32 18 8 mm 5 mm

 1 dk. 22-23 4 7 mm 5 mm 28-29 6 10 8 33 >20 10 mm 4 mm

5 dk. 24 1 10 mm 8 mm

10 dk. 30 1 10 mm 6 mm

15 dk. 25 2 9 mm 7 mm

20 dk.

8 saat 10 saat

Koloni Gözlenmedi
Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi
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 Çizelge 4.3. 15 cm uzaklıktan yapılan UV denemeleri sonucu elde edilen mutant suşların 

koloni ve zon çapları 

 

 

 

Şekil 4.1. Ana suş Bacillus subtilis strain 168 E 6-5’in yağsız süt tozlu ortamındaki proteaz 

zon çapı (8 mm)  

 

 

30 sn 34 10 8 mm 5 mm 42-43 >50 8 mm 6 mm 37 35 6 mm 4 mm

 1 dk. 35 1 9 mm 7 mm 44-45 >20 7 mm 5 mm 38 15 9 mm 6 mm

5 dk. 36 1 6 mm 4 mm 46-47 8 8 mm 3 mm 39 5 12 mm 4 mm

10 dk. 40 6 10 mm 7 mm

15 dk. 48 1 9 mm 6 mm 41 12 10 mm 8 mm

20 dk.

8 saat 10 saat

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi

Koloni Gözlenmedi

Adaptasyon süresi     6  saat

Koloni Gözlenmedi
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Şekil 4.2.  Mutant MET39 (A) ve MET41 (B)’in yağsız süt tozlu ortamındaki  proteaz zon 

çapları sırasıyla, 12 mm ve 10 mm. UV’ye maruz kalma koşulları: MET39 nolu mutant 15 cm 

uzaklık ve 5 dakika ışınlama süresi, MET41 15 cm uzaklık ve 15 dakika ışınlama süresi  

 

  

UV ışığına bağlı mutasyon letal (ölüm) oranı aşağıdaki denkleme göre değerlendirilmiştir 

(Zong ve ark. 2011); 

Letal (ölüm) oran (%)=   K- M/ K x 100 

 

Burada; K:  UV uygulanmayan ana suşun petrideki toplam koloni sayısı  

             M: UV’den sonra mutant suşun petrideki toplam koloni sayısı 

 

Çizelge 4.4’de ana suş ile mutantlar kıyaslandığında MET39’da %90 oranında ölüm 

saptanırken, MET41’de bu oran %76 olarak bulunmuştur.  

Çizelge 4.4. Bacillus subtilis strain 168 E 6-5’in hayatta kalma oranı üzerindeki UV 

radyasyonun etkisi 

 

Canlılık Oranı 

(% ) 

Ana suş E 6-5 50 100 0

Mutant MET39 5 10 90

Mutant MET41 12 24 76

Bakteriler Koloni Sayısı
Letal (ölüm) Oran 

(% ) 
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4.2. Sıvı Ortamda Mutantların Proteaz Enzimi Üretim Kapasitelerinin Saptanması 

Yapılan UV mutasyon denemeleri sonucunda zon çapları dikkate alınarak seçilen iki adet 

mutant suş üreme eğrileri çıkarılmak üzere denemeye alınmıştır. Denemeye alınan bu 2 

mutant suş Çizelge 2.1’deki içeriği verilen besi ortamında 18-56 saatler arasında üretilmiştir. 

Yapılan çalışma sonucunda en yüksek enzim üretimi 28 saat sonunda ana şuş için 67 IU/ml ve 

üreme OD600 0.32, mutantlar MET 39 için 80 IU/mL ve üreme OD600 0.4 olarak saptanırken, 

diğer mutant olan MET41 için 65 IU/mL ve üreme OD600 0.4 olarak bulunmuştur (Çizelge 

4.5, sırasıyla Şekil 4.3, Şekil 4.4 ve Şekil 4.5). Her iki suşun maksimum üremesi 48.saatte 

elde edilmiştir. Ana suş ve bunun mutant suşlarının üremelerine bakıldığında üremenin enzim 

üretimi ile birlikte paralellik göstermediği saptanmıştır. Maksimum enzim üretimi ana ve 

mutant suşta logaritmik fazın ortasında elde edilmiştir. Elde edilen sonuçlara göre MET39 ile 

daha yüksek enzim aktivitesi saptandığından dolayı, çalışmalara MET39 ile devam edilmiştir. 

Çizelge 4.5.  Ana suş ve bunun mutant suşlarının proteaz üretim kapasitelerinin zamana bağlı 

karşılaştırılması 

 

 

IU/mL OD600 IU/mL OD600 IU/mL OD600

18. 48 0,2 50 0,27 40 0,24

24. 64 0,26 65 0,36 60 0,33

28. 67 0,32 80 0,42 65 0,42

32. 65 0,4 59 0,48 54 0,5

48. 29 0,68 31 0,6 30 0,62

52. 23 0,67 27 0,58 24 0,6

56. 9 0,65 25 0,56 20 0,58

MET41E6-5 MET39
Saat
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Şekil 4.3. Bacillus subtilis strain 168 E6-5 ‘in proteaz üretim kapasitesi ve üreme değerlerinin 

zamana bağlı değişimleri 

 

 

 

Şekil 4.4. MET39’un proteaz üretim kapasitesi ve üreme değerlerinin zamana bağlı 

değişimleri 
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Şekil 4.5. MET41’in proteaz üretim kapasitesi ve üreme değerlerinin zamana bağlı 

değişimleri 

 

Mutant suşlardan en iyi proteaz enzim aktivitesine sahip olan suş Bacillus subtilis MET39 

olarak adlandırılmıştır. Çalışmalara bu suş ile devam edilmiştir. 

 

4.3. Tirozin Standart Grafiği  ve Hazırlanışı  

Enzim aktivitesinin hesaplanmasnda, standart eğri için 0-60 μg/mL tirozin çözeltileri 

hazırlanmıştır. Tirozin miktarı, daha önce tarif edildiği gibi spektrofotometrik olarak 

ölçülmüştür. Konsantrasyona karşı absorbans grafiği lineer regresyon analiziyle çizilerek 

konsantrasyonu bilinmeyen örneğin tirozin konsantrasyonu, standart grafiğinden elde edilen 

doğru denkleminin formülünden hesaplandı (Şekil 4.6). Doğrunun denklemi y= 0,009x + 

0,0161 regresyon katsayısı R
2
 = 0.9987’dir. 
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Şekil 4.6. Tirozin standart grafiği   

4.4.Enzim Üretimi Üzerine Etki Eden Besinsel Faktörler 

Bakterilerin bulundukları ortama bağlı enzim üretim kapasiteleri değişir, bu nedenle ortam 

şartlarının değiştirilmesi enzim üretim miktarına etki etmektedir. Enzim üretim besiyerindeki 

karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynakları değiştirilmiş, değişen ortam şartlarının 

Bacillus subtilis MET39 mutat suşunun proteaz üretimi üzerine olan etkileri belirlenmiştir.  

Çalışmalarda her deney 3 kez tekrarlanmış olup, grafik ve çizelgelerde ortalama değerler 

verilmiştir. 

 

4.4.1. Karbon Kaynaklarının Etkisi 

Üreme ortamında bulunan karbon kaynaklarının bakteri gelişmesi ve enzim üretimi üzerine 

etkilerini belirlemek amacıyla, Çizelge 2.1’de içeriği verilen besiyerindeki karbon kaynağı 

yerine aynı oranda Fruktoz, Sukroz, Maltoz, Gliserol, Patates nişastası, Buğday kepeği, Mısır 

nişastası ve Buğday nişastası kullanılmıştır. Farklı karbon kaynağı içeren besiyerinde mutant 

suş 28 saat boyunca inkübe edilmiş ve 28. saatte alınan örneklerde proteaz aktivitesi ve üreme 

değeri tayinleri yapılmıştır (Çizelge 4.6 ve Şekil 4.7). 

Bacillus suptilis MET39’un enzim üretimi açısından karbon kaynağı tercih sırası sırasıyla 

Gliserol > Buğday kepeği > Glukoz (kontrol) >Sükroz > Fruktoz > Buğday nişastası = Maltoz 

= Mısır > Patates olarak belirlenmiştir. Maksimum bakteri üremesinin sırasıyla Buğday 

kepeği > Gliserol > Fruktoz > Sükroz > Buğday nişastası = Mısır > Glukoz (kontrol)> Maltoz 
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>Patates varlığında olduğu görülmektedir. Gliserol bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde 

kontrole göre %42 ve buğday kepeğinde ise %25’lik artış gözlenirken, patatesli ortamın 

aktivitesinde %35, buğday nişastası, maltoz ve mısırlı ortamların aktivitelerinde 34’lük 

kayıplar gözlenmiştir (Çizelge 4.6). 

Çizelge 4.6. Farklı karbon kaynaklarının 28. saatte, MET39’un enzim üretimi ve üreme 

üzerine etkileri 

 

 

 

Şekil 4.7. Karbon kaynaklarının 28. saatte, MET39’un enzim üretimi üzerine etkileri  

 

 

 

Karbon Kaynakları IU/mL Üreme OD600  Bağıl Aktivite

Glukoz (Kontrol) 80 0,678 100

Sükroz 68 0,888 85

Fruktoz 58 1,006 72,5

Gliserol 114 1,11 142,5

Buğ. Nişastası 53 0,754 66,25

Maltoz 53 0,657 66,25

Buğ. Kepeği 100 1,722 125

Mısır 53 0,724 66,25

Patates 52 0,602 65
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4.4.2. Azot Kaynaklarının Etkisi 

Azot kaynaklarının bakteri üremesi ve enzim üzerine etkilerini belirlemek amacıyla kontrol 

ortamındaki pepton ve maya özütü yerine sırasıyla mısır ıslatma suyu (corn step-liquor), 

tripton, yağsız süt tozu, pepton, maya özütü ve et özütü; inorganik azot kaynağı olarak ise 

NH4NO3, KNO3, (NH4)2SO4, NaNO3 ve NH4Cl kullanılmıştır. Farklı azot kaynakları içeren 

besiyerlerinden 28. saatte alınan örneklerin üreme değerleri ölçülmüş ve enzim aktivite 

tayinleri yapılmıştır. Elde edilen sonuçlar grafik ve çizelge olarak ayrı ayrı verilmiş olup, 

buralarda da görülebileceği gibi en yüksek enzim aktivitesi tripton varlığında elde edilmiştir 

(Çizelge 4.7 ve Şekil 4.8). 

Bacillus subtilis MET39’un enzim üretimi açısından organik azot kaynağını sırası Tripton  > 

Maya özütü > Malt özütü > Corn step liquer > Kontrol > Skim milk > Pepton şeklinde tercih 

ettiği görülmüştür. İnorganik azot kaynaklarını ise sırasıyla NH4Cl2 > NaNO3 > (NH4)2SO4 > 

KNO3 şeklinde tercih edildiği görülmüştür.  NH4Cl2 (159 IU/mL) ve NaNO3 (144 IU/mL) 

varlığında ise kontrolden fazla aktiviteler görülürken, NH4NO3 (0 IU/mL) varlığında enzim 

aktivitesi göstermemiştir. Belirtilen tercih sıraları incelendiğinde, kullanılan azot kaynakları 

içerisinde triptonun  varlığında enzim aktivitesinin (348 IU/mL ) kontrole göre  (80 IU/mL)’e 

oldukça fazla olduğu saptanmıştır.  

Çizelge 4.7. Farklı azot kaynaklarının 28. saatte MET39’un enzim üretimi ve üreme üzerine 

etkileri 

 

Azot Kaynakları IU/mL Üreme OD600 Bağıl Aktivite

Kontrol 80 0,678 100

Corn Step Liquor 158 1,633 197,5

Tripton 348 1,974 435

Skim Milk 72 0,637 90

Pepton 64 0,867 80

Maya Özütü 227 1,4 283,75

Malt Özütü 226 1,71 282,5

KNO3 12 0,442 15

NH4NO3 0 0,409 0

NaNO3 144 1,621 180

NH4Cl2 159 1,824 198,75

(NH4)2SO4 94 1,858 117,5
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Bakteri üremesi üzerine organik azot kaynaklarının etkisi incelendiğinde tercihin farklı 

şekilde sıralandığı görülmektedir. Buna göre; Tripton > Malt özütü > Corn step liquor > Maya 

özütü > Pepton > Kontrol > Skim milk olarak belirlenmiştir. İnorganik azot kaynaklarının 

etkisi incelendiğinde ise, (NH4)2SO4 > NH4Cl2 > NaNO3 > KNO3 > NH4NO3 şeklinde bir 

sıralama gerçekleşmektedir. 

 

 

 

Şekil 4.8. Azot kaynaklarının 28. saatte MET39’un  enzim üretimi üzerine etkileri  

 

4.4.3. Metal İyonu Kaynaklarının Etkisi 

Metal iyonlarının bakteri üremesi ve enzim üretimi üzerine etkisini araştırmak üzere yapılan 

çalışmalarda kontrol ortamındaki MgSO4+CaCl2 yerine sırasıyla MgSO4, LiSO4, FeSO4, 

CaCl2, KCl, NaCl ve MnSO4 kullanılmıştır. Farklı metal kaynakları içeren besiyerlerinden 28. 

saatte alınan örneklerde üreme değerleri ve enzim aktivite tayinleri yapılmıştır. Elde edilen 

sonuçlar grafik ve çizelge olarak ayrı ayrı verilmiş olup, buralarda da görülebileceği gibi 

kontrole en yakın aktivite değeri metal kaynağı MgSO4 varlığında elde edilmiştir (Çizelge 4.8 

ve Şekil 4.9 ). Metal iyonlarının fazla bir etkisi görülmemiştir. 
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Çizelge 4.8 Metal kaynaklarının 28. saatte MET39’un proteaz aktivitesi ve üreme miktarı 

üzerine etkileri 

 

 

 

 

 

Şekil 4.9. Metal iyonların 28. saatte MET39’un enzim üretimi üzerine etkileri  

 

 

MET39’un enzim üretiminde metal kaynağını sırası ile Kontrol (MgSO4 + CaCl2) > MgSO4 > 

LiSO4 > MnSO4 = NaCl > KCl > CaCl2 > FeSO4 şeklinde tercih ettiği görülmüştür.  Belirtilen 

tercih sıraları incelendiğinde, kullanılan metal kaynakları içerisinde kontrol (80 IU/mL)’e 

göre bir verim artışı sağlanmadığı saptanmıştır.  

 

Metal İyonları IU/mL Üreme OD600  Bağıl Aktivite

Kontrol 80 0.678 100

CaCl2 57 0,467 71,25

FeSO4 54 0,481 67,5

LiSO4 73 0,474 91,25

NaCl 66 0,476 82,5

KCl 64 0,529 80

MnSO4 66 0,239 82,5

MgSO4 78 1,034 97,5
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4.4.4. Maksimum Proteaz Üretimi İçin Modifiye Ortamın Hazırlanması  

Maksimum proteaz sentezinin saptandığı karbon, azot ve metal iyonlarıni içeren yeni 

oluşturulacak bir modifiye ortamda enzim veriminin sağlanması yoluna gidilmiştir. Modifiye 

ortamda en iyi karbon kaynağı olarak elde edilen gliserol, azot kaynağı olarak tripton ve metal 

iyonları olarak MgSO4+CaCl2 kullanılmıştır (Çizelge 4.9). 

Çizelge 4.9. Modifiye ortamdaki proteaz aktivitesi ve bakteri üremesi  

Kontrol Ortam IU/mL OD600 Modifiye Ortam IU/mL OD600 

Glukoz 

80 0,678 

Gliserol 

150 1,6 Pepton+ Maya özütü Tripton 

MgSO4 + CaCl2 MgSO4 + CaCl2 

  

 

Modifiye ortamın kontrole göre bağıl aktivitesi %88’lik bir artış göstermiştir (Çizelge 4.9). 
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5.TARTIŞMA Ve SONUÇ 

Enzimler çevre kirliliğine daha az yol açmaları, kimyasal süreçleri daha ılımlı koşullarda ve 

ekonomik olarak gerçekleştirebilmeleri sebebi ile gıda, tekstil, deri ve deterjan endüstrileri, 

tıpta teşhis ve tedavide, ziraatta ve atık giderme işlemlerinde yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Enzimler hayvanlar ve bitkiler tarafından sentezlenmesine rağmen, kontrollü koşullarda kısa 

sürede ürün elde edilmesinden dolayı mikroorganizmalar asıl kaynağı oluşturmaktadır. Ayrıca 

mikroorganizma kaynaklı enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynaklı enzimlere göre 

katalitik aktivitelerinin çok yüksek olması, istenmeyen yan ürün oluşturmamaları, daha kararlı 

ve ucuz olmaları ve fazla miktarda elde edilebilmeleri sebebi ile mikrobiyal enzimler daha 

çok tercih edilmektedirler (Wiseman 1987). Ticari olarak kullanılan enzimlerin üretiminde 

çoğunlukla Bacillus türleri kullanılmaktadır (Denizci ve ark. 2004). 

Geleneksel olarak yeni enzimler doğal kaynaklardan doğrudan izole edilen 

mikroorganizmaların seçilmesi yoluyla elde edilmektedir. Dünyada farklı endüstriyel 

alanlarda en fazla kullanılan bir enzim olan proteazı yüksek verimde üreten yeni suşların elde 

edilmesi son derece önemlidir. Araştırılması en uzun süren safhası da budur. Bu tür suşların 

eldesinde alışılagelmiş mutasyon yöntemlerinden yararlanılmaktadır.  Diğer yandan yüksek 

üretken suşların fiziksel ve kimyasal mutajenlerle mutasyona uğratılması ile yeni verimli 

mutantların elde edilmesi önem kazanmıştır. Bu amaçla fiziksel mutajen etkeni olarak 

ultraviyole kullanılmaktadır. Bir klasik mutasyon tekniği olan UV ile spontan mutasyonların 

oluşturulması önemlidir. Spontan mutasyon sıklığı organizmalar arasında büyük farklılık 

gösterir. Aynı tür içinde bile spontan mutasyon sıklığı genden gene değişir. Organizmalar 

arasındaki değişkenlik, onların hata okuma ve onarım sistemlerinin göreceli etkinliklerinden 

dolayı oluşabilir (http://bektastepe.net/course-slides/15-gen-mutasyonu-dna-onarm.pdf 2016). 

Bu çalışmada yüksek oranda proteaz üreten yeni bir mutant elde edilmesi amacıyla yapılan 

spontan UV mutasyon çalışmalarında farklı adaptasyon süresi, zaman aralıkları, UV ışığının 

uzaklığı koşulları kullanılmıştır. Uygulanan besiyerine adaptasyon süresi olarak 10 saatin 

daha uygun olduğu saptanmıştır.  Bunun nedeni 6 ve 8 saatlik adaptasyon sürelerinde 

bakterilerin ortama alışması ve üreme göstermesi yavaş olduğundan uygulanan UV 

bakterilerin çoğunun ölümüne neden olmuş olabilir. 10 saat süresinde koloni içindeki 

bakteriler sayı olarak arttığından uygulanan UV ışına dirençli bakterilerin hayatta kalması 

olasıdır. Diğer yandan, UV maruz kalma zaman aralığının artması ile UV dirençli bakterilerin 

sayısında azalma görülmüştür. Bu beklenilen bir durumdur. Çünkü zaman arttıkça daha yoğun 

http://bektastepe.net/course-slides/15-gen-mutasyonu-dna-onarm.pdf%202016
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UV ışığına maruz kalındığından dolayı bakterinin DNA’sında dimerler oluşmakta ve bunlar 

ise onarım mekanizmalarınca tamir edilememektedir. Bakteride letal sonuçlar ortaya 

çıkmaktadır. Ancak bu çalışmada birinci verimli mutant olan MET39 kodlu suş 5 dakikalık 

UV uygulaması ile elde edilirken, ikinci verimli mutant olan MET41 kodlu suş 15 dakika UV 

ışığı uygulanması ile dirençli suşlar olarak elde edilmiştir.  

Ana suş ile mutantlar kıyaslandığında MET39’da %90 oranında ölüm saptanırken, MET41’de 

bu oran %76 olarak bulunmuştur. UV koşulları her iki mutant için karşılaştırıldığında 15 

dakika ışınlama süresinde daha fazla mutant elde edilmesi petriye yapılan dilüsyon 

oranlarından kaynaklanmaktadır. Aksi durumda daha az koloni eldesi beklenmekteydi. Ana 

suşun canlılık oranı ile UV’ye maruziyet süresi ters orantılı olarak bulunmuştur. 

Bacillus subtilis E6-5 suşu ile yapılan UV mutasyonu sonucu toplam yaklaşık 369 mutant suş 

elde edilmiştir. Bu mutant suşlar arasında 2 adet mutant suş koloni ve proteaz zon çapları 

farklılık göstermesine rağmen toplam zon çapında birbirine yakın değerler verdiğinden 

kantitatif enzim üretim kapasiteleri saptanmıştır. En iyi proteaz enzimi üreten mutant suş 

MET39 olarak belirlenmiş ve Bacillus subtilis MET39 olarak adlandırılmıştır. Mutant 

Bacillus subtilis MET39’dan proteaz üretiminde 1.2 kat artış gözlenmiştir. Çıkarılan üreme 

eğrisinde ana ve mutant suşun üremesi ve enzim üretim kapasitesinin paralellik göstermediği, 

maksimum enzim üretiminin üremenin logaritmik fazın ortasında elde edildiği saptanmıştır.  

Birçok araştırıcı endüstriyel öneme sahip olan proteaz enzimini yüksek verimde üreten yeni 

mutant suşlar elde etmek için çeşitli yöntemler kullanmışlardır.  UV kullanılarak elde edilen 

Bacillus subtilis mutant şuslarında proteaz verimlerindeki değişim araştırılmış ve mutasyonla 

farklı proteaz artışları saptanmıştır. Üretim ortamı içeriği enzim üretimi üzerinde arttırıcı bir 

etkiye sahiptir (Gulati 2007). Çünkü kültür ortamının içeriği ve fermantasyon koşulları enzim 

üretimini etkileyen önemli parametrelerdendir. Ortam içeriğinin optimize edilmesi amacıyla 

farklı karbon, azot ve metal iyon kaynakları kullanılmaktadır (Lan 2002). Bu amaçla elde 

ettiğimiz yeni mutant B.subtilis MET39’un proteaz üretim kapasitesini arttırmak için üretim 

ortamında farklı karbon, azot ve metal iyonları kaynakları denenmiş ve elde edilen sonuçlara 

göre yeni bir modifiye ortam oluşturulmuştur. Bu amaçla yapılan çalışmada en iyi karbon 

kaynağı olarak gliserol bulunmuştur. Gliserol bulunan besiyerinde proteaz aktivitesinde 

kontrole göre %42 ve buğday kepeğinde ise %25’lik artışlar gözlenmiştir. En iyi organik azot 

kaynağı tripton olarak saptanmış ve kontrole göre tiptonlu ortamda % 335 artışla enzim 

üretimi sağlanmıştır. Bunu takiben maya özütlü ortamda %184, malt özütülü ortamda %182, 
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corn step liquorlu ortamda %97’lik enzim artışları saptanmıştır. İnorganik azot kaynakları 

içinde ise en iyi enzim üretimleri %99 artışla NH4Cl2’ lu ortamda elde edilmiştir. Bunu 

sırasıyla %80 ve 17 artışla NaNO3 ve (NH4)2SO4 izlemiştir. 

Metal iyonları ile yapılan çalışmalarda ise besi ortamına eklenen metal iyonlarının enzim 

üretiminde bir artışa neden olmadığı saptanmıştır. Kontrol besi ortamında MgSO4 ve CaCl2 

birlikte bulunmasına rağmen, sadece MgSO4 kullanıldığında da kontrole yakın bir enzim 

üretimi elde edilmiştir. 

Ultraviyole radyasyon genetiği değiştirilmiş suşların eldesinde evrensel olarak bilinen ve 

sıklıkla kullanılan bir mutajendir. Sanchez ve ark. (1992)  B. megaterium’da germinasyona 

uğramış sporlarda timin dimerlerinin ve dormant sporlarda da spor fotoürünlerinin oluşumu 

için B.subtilis sporlarından daha az UV dozuna ihtiyaç duyduğunu belirlemiştir. Nariman ve 

ark. (2001) ise sporsuz Bacillus sphaericus izolasyonunda UV muamelesinin mutajenik bir 

ajan olan MNNG’den daha efektif olduğunu tespit etmiştir. Wayne ve Belinda, 2003 ise B. 

anthracis sporlarının sık kullanılan B. subtilis’e göre UV’ye 3 veya 4 kat daha dirençli 

olduğunu tespit etmiştir.  

Çeşitli araştırmacılar en iyi enzim üretimi için  farklı karbon, azot kaynakları ve metal iyonları 

kullanmışlar ve bu araştırmalar neticesinde birbirinden farklı sonuçlara ulaşmışlardır. 

Solaiman ve ark. (2005) B. Pumilus ile yaptıkları UV mutasyon çalışmalarında maruz kalma 

süresi olarak 20 dakika ve uzaklık olarak ise 5 cm’de en iyi mutant suşları elde ettiklerini 

ifade etmişlerdir. 

Wang ve ark. (2016) UV mutasyon çalışmalarında elde ettikleri Bacillus subtilis S1-4 

mutantını 24 saatlik besi ortamda üretimi sonunda ana suştan 2.5 kat daha  yüksek proteaz 

üretimi elde etmişlerdir. Farklı metal iyonları kullandıklarında aktivitede bir artış 

saptamamışlardır. 

Nadeem ve ark. (2010) Bacillus licheniformis N-2 suşunu UV, NTG(N-metil-N-nitro-N-

nitrosogunidin) ve MMS (metil metan sulfonat) 3’lü kombinasyonu  ile muamele ettiklerinde 

9 proteaz pozitif mutant elde etmişler, bunların arasından en iyi proteolitik mutant suş ana 

suştan 1.4 kat daha yüksek proteaz aktivitesi göstermiştir. UV mutasyon denemelerinde en iyi 

maruz kalma süresini 15 dakika olarak saptamışlardır. 
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Nadeem ve ark. (2011) Bacillus pumilus ana suşu 30-120 dakika aralığında UV’ye maruz 

bırakmıştır. %1.95 minimum yaşam oranı 254 nm'de UV ışını ile 120 dakika maruz kaldıktan 

sonra gözlenmiştir. Çeşitli mutantlar arasından ana suşa göre 1.95 kat daha fazla enzim üreten 

en iyi pozitif mutant Bacillus pumilus M15 seçilmiş ve 90 dk UV’ye maruz bırakıldıktan 

sonra en geniş zon 26 mm, proteaz aktivitesi 67.84 U/mL olarak bulunmuştur. 

Shikha ve Darmwal (2007) tarafından Bacillus pantotheneticus’un ana suşa göre alkali 

üretimde 1.44 kat artışa sahip olduğu rapor edilmiştir. Ayrıca başka bir araştırmada, UV 

mutant Pseudomonas sp. JNGR242 tarafından alkali proteaz üretiminde 2.5 kat artış 

gözlenmiştir (Dutta ve Banerjee 2006). 

Dutta ve ark. (2006) Ekstraselüler proteaz üretimi için yöresel topraklardan izole edilen 

bakteri Pseudomonas sp. RAJR 044 olarak isimlendirilmiş ve UV radyasyonla elde edilen 

mutant suş JNGR 242’nin proteaz aktivitesi yabanil tipe göre 2.5 kat fazla bulunmuştur. 

Raju ve  Divakar (2013), Bacillus cereus  ile yaptıkları (UV) radyasyon, etil metan sülfonat 

(EMS) and etidyum bromidli mutasyon çalışmalarında ana şuştan 2 kat daha fazla proteaz 

üreten mutant elde ettiklerini ve Bacillus cereus GD55 olarak isimlendirdikleri mutantın  

karbon kaynakğı olarak fruktoz, organik azot kaynağı olarak pepton ve inorganik azot kaynağı 

olarak ise NH4NO3 varlığında en iyi proteaz üretimi elde ettiklerini rapor etmişlerdir. 

Basavaraju ve ark. (2014), topraktan izole ettiği Bacillus sp. suşlarından yüksek skim milk 

hidrolizi gösteren verimli alkalin proteaz üreticisi (3.32U) olarak seçmişler ve bu suşu 

geliştirmek için 0, 5, 10, 15 ve 20 dak. UV radyasyona maruz bırakmışlar ve sonuç olarak 

proteaz aktivitesi 4.78 U’ya yükselmiştir. 

Çeşitli mutasyon teknikleri ile de maksimum verimde enzim üreten yeni suşlar geliştirmek 

mümkündür (Chand ve ark. 2005). Rao ve arkadaşları (1998),  mutajenezin geleneksel 

yöntemlerle veya rekombinant DNA teknolojiyle proteaz veriminin artırılmasında önemli rol 

oynadığını vurgulamıştır. Azad (1994) tarafından Bacillus subtilis’in mutajenez yoluyla 

enzim aktivitesinde binlerce kat artış gözlendiği rapor edilmiştir.  

Mehrotra ve ark. (1999) mutant Bacillus sp. suşunun glukoz, Mabrouk ve ark. (1999) da 

laktoz ve glukoz varlığında en yüksek seviyede proteaz üretimi rapor etmişlerdir. 

Basa ve ark. (2014) Bacillus sp. suşu ile yaptıkları UV mutasyon çalışmalarından elde ettikleri 

mutatın en iyi karbon kaynağı olarak glukoz ve azot olarak da kazein varlığında yüksek 
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proteaz üretimine sahip olduklarını belirtmişlerdir. Diğer yandan, Prevotella ruminicola 

(Wang ve Hsu 2005), Bacillus sp. (Rao ve Sarma 2006), Pseudomonas aeruginosa (ARahman 

ve ark 2005) mutatlarının kazein, pepton, maya özütü varlığında en iyi proteaz ürettikleri 

saptanmıştır. 

Proteaz üreticisi Bacillus cereus UV radyasyon, Etil Metan Sülfonat ve Etidyum Bromid 

kullanarak rastgele mutasyonla suş geliştirme yoluna gidilmiş ve en verimli proteaz üreticisi 

suş Bacillus cereus GD 55 Etil Metan Sülfonat (EMS) ve Etidyum Bromid kullanılarak elde 

edilmiş ve farklı organik ve inorganik azot, karbon kaynakları gibi üretim parametreleri 

incelendiğinde maksimum proteaz üretimi fruktoz (18.60 U/ml), NH4NO3 (34.24 U/ml), 

peptone (35.68 U/ml) olarak bulunmuştur.  

 

Sher ve ark. (2012) Bacillus subtilis suşu 5 ile 25 dak. arasında değişen UV radyasyona (2600 

AO) maruz bırakıldığında verimli mutant Bacillus subtilis G-4 suşu elde edilmiş ve optimum 

üretim koşullarının belirlenmesinde karbon kaynakları olarak glukoz, sükroz, früktoz, maltoz, 

ksiloz, sorbitol ve galaktoz; organik azot kaynakları corn steep liquor, pepton, üre ve maya 

özütü; inorganik azot kaynakları olarak NaNO3, NH4H2PO4, NH4Cl, (NH4)2HPO4, NH4NO3, 

ve  (NH4)2SO4 kullanılmış ve maksimum enzim aktivitesi değeri karbon kaynağı olarak %1 

oranında glukoz, organik azot kaynağı olarak %1 oranında pepton, inorganik azot kaynağı 

olarak ise %0,5 oranında (NH4)2SO4 kullanıldığında 455.25 + 1.66 U/mL olarak bulunmuştur 

(Sher 2012). 

Dutta ve ark. (2006) mutant Pseudomonas sp. RAJR 044’dan maksimum aktivite dekstroz 

(2%), maltoz (2%), amonyum sülfat (2%) ve potasyum nitrat (2%) varlığında bulunurken, ana 

bakteride sükroz (2%) ve amonyum nitrat (2%) kullanıldığında bulunmuştur. 

 

Mrudula ve ark. (2012),  UV radyasyonla elde ettiği Bacillus subtilis ile yaptığı proteaz enzim 

aktivitesi ortamının optimizasyonu çalışmalarında sıcaklık, pH, inkübasyon periyodunun 

yanında karbon, azot ve iz elementlerin de etkisinin olduğunu göstermiş ve en verimli 

sonucun 35 °C, 12, 24 saat, glukoz, üre ve MgSO4 kullanımında olduğunu rapor etmiştir. 

Yapılan bu çalışmada ayrıca bu mutantın  üreme ortamlarının optimize edilmesi ile enzim 

veriminin daha da arttırılması yoluna gidilmiştir. Karbon kaynağı olarak gliserol, azot kaynağı 

olarak tripton ve metal iyonu olarak MgSO4 + CaCI2 kullanılarak yeni bir modifiye ortam  

oluşturulmuş ve kontrol ortama göre %88’lik yüksek bir artış elde edilmiştir. 
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Bu çalışma kapsamında araştırılan proteaz enzimi, çeşitli endüstri dallarında kullanılan ve her 

geçen gün kullanım oranı artan bir enzimdir. Çalışma sonucunda elde edilen yeni mutant 

Bacillus subtilis MET39 proteaz enziminin  endüstride kullanılabilirliği olabilir. Böylece dış 

ülkelerden satın alınan proteaz enziminin ülkemizde geniş çapta üretilmesi ve böylece ülke 

ekonomisine katkıda bulunması mümkün olabilecektir. 
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