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Öz 
 Bingöl İli Binkap sıcak su kaynaklarından izole edilen bakteriler karakterize edilerek, bunlara ait endüstriyel 

alanda önem arz eden proteaz ve amilaz gibi enzimleri üzerinde çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmada su ve toprak 

örneklerinden iki bakteri suşu izole edildi. Bu bakterilerin çeşitli biyokimyasal testleri ile morfolojik ve fizyolojik 

analizleri yapıldı. İzole edilen 4NK bakterisinin çubuk şeklinde Gram pozitif olduğu, 5NK bakterisinin de Gram pozitif 

ve çubuk şeklinde olduğu belirlenmiştir. İzole edilmiş bu iki bakteri için optimum pH değerinin 6.0 olduğu tespit edildi. 

Optimum üreme sıcaklıkları ise sırasıyla 40 ve 45 °C olarak belirlenmiştir. İzole edilen bakterilerin optimum koşulları 

belirlendikten sonra bunların ürettikleri enzimlerin optimum koşulları belirlendi. Buna göre 4NK bakterisinin proteaz ve 

amilaz enzimlerini üretim açısından optimum süreleri sırasıyla 18. saatte (195.80 U mg-1) ve 15. saatte (428.33 U mg-1) 

olduğu belirlenmiştir. Proteaz ve amilaz enzimlerinin optimum pH’sı 8.0, optimum sıcaklıkları sırasıyla 40-50 °C ve 50-

60 °C olarak bulunmuştur. Ayrıca, 5NK bakteri varyetesi için proteaz ve amilaz enzimlerini üretim açısından optimum 

süresi, proteaz için 260.93 U mg-1ve amilaz için 380.58 U mg-1olmak üzere 24. saat olarak belirlenmiştir. Proteaz ve 

amilaz enzimlerinin optimum pH’ları 8.0, optimum sıcaklıkları 50 °C olarak bulunmuştur. İzolasyonu yapılan 4NK ve 

5NK bakterilerinin 16S rRNA dizi analizi yapılmış, buna göre 4NK bakterisinin Bacillus subtilis türüne yakın, 5NK 

bakterisinin ise Bacillus paralicheniformis türüne filogenetik olarak yakın olduğu tespit edilmiştir. 

Anahtar kelimeler: Amilaz, proteaz, sıcak su kaynakları, enzim, Bacillus 

 

Identification of Bacteria from Bingöl Hot Springs and Characterization of 

Protease and Amylase  
 

Abstract 

 Bacteria isolated from Binkap hot spring from Bingöl Province were characterised and studies were carried out 

on their industrially important enzymes such as protease and amylase. In this study, two bacteria were isolated in the 

water and soil samples. Various morphological, physiological and biochemical tests of these bacteria were applied. It was 

determined that the isolated 4NK bacteria were Gram positive in the form of rods, and the 5NK bacteria were Gram 

positive and rod shaped. It was determined that the optimum pH value for both isolated bacteria was 6.0. Optimum growth 

temperatures for 4NK and 5NK were determined as 40 °C and 45 °C, respectively. After determinaton of the optimum 

conditions for the isolated bacteria, the optimum conditions of the enzymes produced were also detected. Accordingly, 

the optimum production times of protease and amylase enzymes by 4NK bacteria were determined as 18th hour (195.80 

U mg-1) and 15th hour (428. U mg-1), respectively. The optimum pH of protease and amylase enzymes were found to be 

8.0, while optimum temperatures were as 40-50 °C and 50-60 °C, respectively. The optimum production time of protease 

and amylase enzymes by 5NK bacteria was determined to be 24 hours with activities of 260.93 U mg-1 for protease and 

380.58 U mg-1for amylase. The optimum pH of protease and amylase enzymes was determined as 8.0 and their optimum 

temperature as 50 °C. 16S rRNA sequence analysis of isolated 4NK and 5NK bacteria was performed and it was 

determined 4NK bacteria were close to Bacillus subtilis and 5NK bacteria were phylogenetically close to Bacillus 

paralicheniformis. 
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GİRİŞ

Mikroorganizmalar, hemen hemen bütün doğal 

habitatlardan ve diğer pek çok kaynaktan izole 

edilebilirler. Yaygın olarak toprakta saprofit olarak ve 

bitki döküntülerinin olduğu yerlerde bulunurlar fakat 

kutup bölgeleri, sıcak su kaynakları, kaplıcalar, tatlı 

su, deniz suyu, çöl toprakları da bu cinslerin yaşam 

alanlarındandır (Maugeri ve ark., 2001; Yılmaz, 

2002; Özşahin, 2006). Bacillus türleri çeşitli 

kompleks substratlara karşı aktivite gösteren çok 

sayıda ve çeşitli hidrolitik enzimler üretmekte ve 

salgılamaktadırlar. Bu nedenle Bacillus cinsindeki 

organizmalar, endüstriyel alanda α-amilaz, proteaz, 

glukanaz, glukoz izomeraz ve endonükleaz gibi 

enzimlerin üretiminde yaygın şekilde 

kullanılmaktadırlar (Uhlig, 1998). 

Bakterilerin salgıladığı ve biyoteknolojik olarak 

önemi olan enzimlerden biri amilazlardır. Yapılan 

çalışmalarda ticari olarak ilk kullanılan enzimin 

amilaz olduğu belirlenmiştir (Gül Güven, 2011). 

Amilaz enzimi nişastayı moleküllerine parçalayan 

kuvvetli bir enzimdir. Nişasta molekülünü 

parçalamasıyla maltoz ve dekstrin molekülleri 

meydana gelir. Endüstriyel alanda özellikle Bacillus 

cinsi bakteriler tarafından salgılanan amilaz enzimi 

kullanılır. Bu enzim özellikle gıda endüstrisinde 

ekmek ve unlu mamullerde kabarma, yumuşak ürün 

elde etmede, ekmeğin tat ve kalitesini düzeltici 

etkilerde bulunur. Tekstil endüstrisinde ipliklerin 

sağlam olması için kullanılır ve kâğıt endüstrisinde 

kâğıdın nişasta ile kaplanması ile kâğıdı hasarlara 

karşı korur, kâğıdın sertliğini, direncini ve kalitesini 

de artırmaktadır. Deterjan endüstrisinde ise; kirliliğin 

temizlenmesi amacıyla kullanılır. Amilazlar ayrıca 

tıbbi alanda da ilaç sanayinde kullanılmaktadır 

(Kandra, 2003). 

Proteaz canlılarda bulunması gereken, büyüme 

ve çoğalma için önemli olan bir enzimdir. Doğada 

bitkisel, hayvansal ve bakteriyel kökenli olabilir. 

Bunlar arasında en etkili olanlar bakterilerden elde 

edilen proteazlardır. Proteazlar optimum pH aralığına 

göre nötr, alkali ve asidik proteazlar olarak 

gruplandırılır. Son zamanlarda araştırmacılar bu 

özelliğinden dolayı endüstriyel alanlarda kullanılmak 

üzere uygun proteazları üreten mikroorganizmalar 

üzerinde çalışmaktadır (Özşahin, 2006; Najafi ve 

Sariri, 2006). Bacillus’lardan elde edilen proteazlar 

endüstrinin çeşitli alanlarında kullanılmaktadır. 

Bunlardan alkali proteazlar özellikle deterjan 

sanayisinde kullanılmaktadır. Ayrıca etlerin 

yumuşatılması, lekelerin giderilmesi, DNA 

teknolojisinde kullanılmaktadır (Özşahin, 2006).   

Bu çalışmada, Bingöl sıcak su kaplıcalarından 

alınan su ve çamur örneğinden bakteri izolasyon 

işlemi yapılıp bakterilerin biyokimyasal, fizyolojik, 

morfolojik ve genetik özelliklerinin belirlenmesi 

üzerine çalışılmıştır. Tanımlama sonucunda, bu elde 

edilen izolatların Bacillus subtilis ve Bacillus 

paralicheniformis türüne ait varyeteler olduğu tespit 

edilmiştir. Ayrıca, amilaz ve proteaz enzimlerinin 

üretimi ve enzim karakterizasyonu çalışması 

yapılmıştır. 

 

MATERYAL VE METOT 

İzolasyon İşlemi ve Saf Kültür Bakteri Üretimi 

Bu çalışmada Bingöl ilinin Ilısu beldesinin 

Binkap kaplıcalarından bakteri izolasyonu yapıldı. 

Sıcak su kaynağından alınan su ve çamur örneklerinin 

pH ve sıcaklığı ölçülerek örnekler 50 mL’lik steril 

şişelerde aseptik ortam koşullarında saklanarak 

laboratuar ortamına taşındı. Çamur örneklerinden 10 

gr alınarak 90 mL steril su ile karıştırılarak 10-1, 10-2, 

10-3, 10-4,10-5’lik dilüsyonlar yapılarak 80 °C ‘de 10 

dakika boyunca kaynatıldı. Örneklerlen 1 mL 

alınarak Nutrient Agar (NA)’a aktarıldı ve 55 °C’de 

3-6 gün boyunca inkübe edildi. Bu süre de bekletilen 

mikroorganizmalardan spor oluşturabilenler 

canlılıklarını korurken, spor oluşturamayanlar 

canlılıklarını yitirir. Elde edilen karışık kültürlerden 

farklı morfolojik özelliklere sahip koloniler seçilerek 

saf kültür elde etmek için NA ortamına aktarıldı ve 55 

°C’de gelişen kolonilerin tanımlanmasına yönelik 

testler yapıldı. 

 

Mikroorganizmaların Morfolojik, Fizyo-

biyokimyasal Karakterizasyonu 

Elde edilen saf kültürlerdeki kolonilerin şekil, 

renk, boyut, yüzey ve kenar özellikleri incelendi. 

Hücre morfolojileri Gram boyama ve spor boyama 

yapılarak ışık mikroskobu yardımıyla incelendi. 

Seçilen izolatın biyokimyasal özellikleri katalaz, 

üreaz aktivitesi, jelatin, nişasta, kazein, kullanımı test 

edildi. Bütün fizyolojik, biyokimyasal testler ikili 

olarak üç defa tekrar edildi.  

Farklı morfolojik özelliklere sahip izolatlara 

kodlar verilerek fizyolojik özelliklerinin belirlenmesi 

amacıyla optimum üretim koşulları belirlendi. 

Mikroorganizmaların gelişimi üzerine inkübasyon 

süresinin etkisinin araştırılması için elde edilen 
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suşlardan 1 mL ayrı ayrı alınarak 100 mL Nutrient 
Broth (NB) sıvı besiyerine inoküle edildi ve 160 

rpm’de 55 °C’ de çalkalayıcı su banyosunda 3-48 

arasında inkübe edildi ve her 3 saatte bir örnek 

alınarak 600 nm’ de spektrofotometrede 

absorbansları ölçüldü.  

Sıcaklığın bakteri üremesine etkisini belirlemek 

için NB sıvı besiyerine izolatlardan ekim yapılarak 

farklı sıcaklıklarda (20-55 °C) optimum üreme 

zamanında çalkalayıcı su banyosunda inkübe edildi. 

Optimum üreme zamanı sonunda örneklerden 1 mL 

alınarak 600 nm’de spektrofotometrede absorbansları 

ölçüldü.  

Mikroorganizmaların gelişiminde pH’nın 

etkisini belirlemek için 100 mL NB sıvı besiyerleri 

farklı pH’da (4.0-11.0) hazırlanarak izolatlardan 1 

mL alınarak ayrı ayrı ekim yapıldı. İzolasyonu 

yapılan mikroorganizmalar optimum sıcaklıkta ve 

optimum üreme zamanında 160 rpm’ de inkübasyon 

için çalkalayıcı su banyosunda inkübe edildi. Daha 

sonra optimum pH’nın tespiti için 

spektrofotometrede 600 nm’de absorbans ölçümleri 

yapıldı. 

Bakterilerin tanımlanmasında kullanılan diğer 

bir yöntem olan antibiyotik duyarlılığı disk difüzyon 

yöntemine göre test edildi.  İzole edilen bakteriler NB 

sıvı besiyerinde kültüre edildi. Gecelik kültürü 

hazırlanan bakteriler 5 ml steril %0.9 tuz çözeltisi 

kullanılarak toplandı, spektrofotometre kullanılarak 

absorbansı 0.5 McFarland bulanıklık standardına 

ayarlandı. Bakteriler ayrı ayrı NA besiyerine inoküle 

edildi ve ortam yüzeyinin kuruması için 3-5 dk. 

bekletildi. Fucidic acid (10 µg), Chloramphenicol (30 

µg), Kanamycin (5 µg), Novobiocin (5 µg), Penicillin 

(2, 10 units), Nystatin (100 units), Gentamicin (10 

µg), Streptomycin (10 µg), Tilmecocin (15 µg), 

Bacitracin (10 unit), Ampicillin (10 µg), Lincomycin 

(15 µg), Tetracyclin (30 µg), Neomycin (10 µg) 

antibiyotik diskleri kültür yayılan NA içeren 

petrilerinin üzerine belirli aralıklarla bırakıldı 2 gün 

süreyle inkübe edildi. İnkübasyon süresi sonunda 

antibiyotik disklerinin etrafında oluşan inhibisyon 

zonları mm olarak ölçülerek antibiyotik duyarlılıkları 

değerlendirildi. Tüm deneyler üç tekrarlı olacak 

şekilde yapıldı ve standart sapmalar elde edilen 

verilerin aritmetik ortalamasından farklarının 

karelerinin toplamının verilerin eleman sayısının bir 

eksiğine bölümünün karekökü şeklinde Microsoft 

Excel kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

16S rRNA Gen Dizi Analizi 

Bakterilerin 16S rRNA dizi analizi için izole 

edilen bakterilerin örnekleri Ankara Üniversitesi Gen 

Araştırma ve Biyoteknoloji Laboratuarı REFGEN’e 

gönderilmiştir. Elde edilen diziler bir BLAST arama 

aracı [NCBI: Biyoteknoloji Ulusal Merkezi 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)] veritabanı 

kullanılarak karşılaştırıldı. İzole suşunun 16SrRNA 

dizi çoklu sekans hizalama programı kullanılarak 

NCBI veritabanından dizi homolojisi gösteren bir 

referans dizisi ile hizalandı. İzolat 16S rRNA dizi 

verilerine dayanarak EzTaxon sunucusu 

(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon; Kim ve ark., 

2012) kullanılarak tanımlandı.  

 

-Amilaz aktivitesi 

Bakterilerin enzim aktivite tayinlerinin 

yapılması için NB sıvı besi yeri hazırlandı. Daha önce 

kültürü hazırlanan bakterilerden öze yardımıyla sıvı 

besi yerine ekim yapıldı. Bakterilerin optimum üreme 

süresi ve sıcaklığında 24 saat bekletildikten sonra 

besiyeri 10 000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilerek 

süpernatant enzim kaynağı olarak kullanıldı. -

Amilaz aktivitesi Bernfeld (1955)’e göre yapıldı. Bu 

yönteme göre 100 µL enzim kaynağı olarak 

kullanılan süpernatant ve 200 µL % 0.5’lik nişasta 

çözeltisi (pH 7.0) 50 °C‘de 30 dakika inkübe edildi. 

Süre sonunda reaksiyonu durdurmak için, 400 µL 3,5 

dinitro salisilik asit (DNS) ilave edilerek 5 dakika 

kaynar su banyosunda bekletildi. Daha sonra 3 mL 

distile su ile seyreltme yapılarak spektrofotometre ile 

489 nm’de absorbans ölçüldü. α-Amilaz için  Ünite 

Enzim: 1 µmol nişastayı 30 dakikada maltoz 

birimlerine parçalayan α-amilaz enzim miktarıdır (U 

mg-1). 

 

Proteaz Aktivitesi 

Proteaz aktivitesi Leighton ve ark. (1973) göre 

yapıldı. Bu yönteme göre 100 µL enzim kaynağı 

olarak kullanılan süpernatant ve substrat olarak 500 

L azokazein kullanılarak 50 °C‘de 30 dakika inkübe 

edildi. Süre sonunda reaksiyonu durdurmak için, 2 

mL trikloroasetikasit (TCA) ilave edilerek 4 °C’de 15 

dakika bekletildi. Daha sonra santrifüj edildi ve 

süpernatanttan 400 L süzüntü alındı. Alınan üst 

sıvının üzerine 800 L 1,8 M NaOH eklendi ve 420 

nm’de absorbansı ölçüldü. Proteaz için  Ünite Enzim: 

1 µmol azokazeini 30 dakikada aminoasitlerine 

parçalayan proteaz enzim miktarıdır (U mg-1). Hem 
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-amilaz hem de proteaz aktivitesinin 

belirlenmesinde protein miktar tayini Lowry ve ark 

 
Şekil 1a. 4NK’nın gram boyaması 1b. 5NK’nın gram boyaması 

 

(1951) göre yapıldı. Tüm deneyler üç tekrarlı olacak 

şekilde yapıldı. 

 

Proteaz ve Amilaz Enzimleri Aktivitesine 

Zamanın Etkisi 

100 mL NB sıvı besiyerinden (pH 7.0) her birine 

1’er mL bakteri ekimi yapıldı ve 3-48 saat süreyle 

inkübasyona bırakıldı ve her 3 saatte bir örnek 

alınarak 10 000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi. Elde 

edilen süpernatantlarda Bernfeld (1955) yöntemine 

göre α-amilaz aktivite tayini ve Leighton ve ark. 

(1973) göre proteaz enzimi aktivitesi belirlendi.  

 

Proteaz ve Amilaz Aktivitesine Sıcaklığın 

Etkisinin İncelenmesi 

Enzimlerin aktivitesi üzerine sıcaklığın etkisini 

incelemek için NB sıvı besi yerinde optimum üretim 

sürelerinde üretilen bakteriler santrifüj edilip 

süpernatant alındı ve farklı sıcaklıklarda (20-60 °C) 

inkübe edilerek enzim aktiviteleri belirlendi. 

 

Proteaz ve Amilaz Aktivitesine pH’ nın Etkisinin 

İncelenmesi 

Proteaz ve amilaz aktivitesine pH’nın etkisini 

ölçmek için NB sıvı besi yerinde optimum üretim 

süresinde üretilen bakterilerin santrifüjü sonrasında 

elde edilen süpernatant alındı. Proteaz ve amilaz 

aktivitesini belirlemede kullanılan substratlar 

(sırasıyla azokazein ve nişasta) farklı pH 

tamponlarında [0.1 M sitrik asit (pH 4.0, 5.0, ve 6.0), 

0.1 M Tris-HCI (pH 7.0, 8.0 ve 9.0) ve 0.1 M 

karbonat/bikarbonat (pH 10.0 ve 11.0) hazırlandı. 

Farklı tamponlarda hazırlanan substratlar kullanılarak 

enzim aktiviteleri belirlendi.  

 

BULGULAR ve TARTIŞMA 

Bakterilerin İzolasyonu 

Bingöl’ün Ilıcalar ilçesinin sıcak su 

kaynaklarından alınan su örneklerinden bakteri 

izolasyonu yapılarak elde edilen izolatlara 1NK 

(normal katıdan), 2NK, 3NK, 4NK ve 5NK ve 6D 

kodu verilerek gliserol içeren cryotüplerde -80 °C’de 

muhafaza edildi. Bunlardan en iyi üreme gösteren 

4NK ve 5NK suşları morfolojik, fizyolojik, 

biyokimyasal ve 16S rRNA analizlerine göre 

karakterize edildi. Ülkemizde çok sayıda sıcak su 

kaynağı bulunmaktadır. Bu çalışma, Bingöl ili 

Binkap kaplıcası termofilik bakterilerin çeşitliliğinin 

belirlenmesi açısından önemlidir. 

4NK ve 5NK izolatlarının, koloni morfolojisi 

incelendiğinde yuvarlak, mat ve krem olduğu, ışık 

mikroskobuyla yapılan hücre morfoloji 

incelemelerine göre Gram pozitif, çubuk şeklinde, 

hareketli ve sporlu olduğu belirlendi (Şekil 1a, Şekil 

1b). Sıcak su kaynaklarından bakteri izolasyonu ile 

ilgili yapılan tanımlamalarda genellikle çubuk şekilli, 

Gram pozitif, hareketli ve sporlu bakteriler oldukları 

belirtilmiştir (Kevbrin ve ark., 2005; Poli ve ark., 

2006; Derekova ve ark., 2007). 
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Tablo 1: Morfolojik ve fizyo-biyokimyasal özellikler 

 
 4NK 5NK 

Hücre Şekli Çubuk Çubuk 

Gram Boyama (+) (+) 

Sıcaklık (oC) 25-55 25-55 

pH 5.0-9.0 5.0-10.0 

Katalaz Aktivitesi (+) (+) 

Oksidaz aktivitesi (+) (+) 

Üreaz Aktivitesi (+) (+) 

Sitrataz aktivitesi (+) (+) 

Jelatin Hidrolizi (+) (+) 

Kazein Hidrolizi (+) (+) 

Nişasta Hidrolizi (+) (+) 

(+): pozitif, (-): negatif 

 

Yapılan biyokimyasal testlerin sonuçlarına göre; 

4NK ve 5NK suşlarının katalaz aktivitesi, oksidaz, 

üreaz, sitrataz, jelatin, kazein ve nişasta hidrolizi 

pozitif olduğu  Tablo 1’de görülmektedir. 

 
Tablo 2. 4NK ve 5NK suşlarının antibiyogram sonuçları 

 

Antibiyotik adı 4NK  (zon çapı mm) 5NK (zon çapı mm) 

Lincomycin (15 g) 19±1.4 10±2.8 

Penicilin (2 unit) 6±2.8 9±1.4 

Bacitracin (10 unit) 11.5±0.7 9.5±2.1 

Ampicillin (10 g) 16±1.4 13±1.4 

Tilmecosin (15 g) 20.5±3.5 14.5±0.7 

Chloramphenicol (30 g) 22.5±0.7 12.5±0.7 

Kanamycin (5 g) 13.5±0.7 28±2.8 

Streptomycin (10 g) 15.5±0.7 31±1.4 

Novobiocin (5 g) 11.5±0.7 14±1.4 

Gentamicin (10 g) 14±0.1 28±7.1 

Fusidic Asid (10 g) 17±1.4 13.5±2.1 

Tetracycline (10 g) 16±1.4 26±1.4 

Neomycin (10 g) 11.5±0.7 20±2.8 

Penicilin (10 unit ) 11.5±0.7 9±1.4 

Nystatin (100 g) 0 11.5±0.7 

 

 

 

 

 

Bakterilerin Antibiyotiklere Karşı Duyarlılığı 
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Tablo 2’de elde edilen izolatların antibiyogram 

sonuçları görülmektedir. İzole edilen 4NK ve 5NK 

bakterilerinin antibiyogram sonuçlarına göre; 4NK 

izolatının Lincomycin, Tilmecocin, 

Chloramphenicol, Ampicilin, Gentamicin, 

Tetracyclin, Fucidic acid, ve Streptomycin 

antibiyotiklerine duyarlı olduğu, Bacitracin, Penicilin 

(10 unit), Neomycin ve Novobiocin antibiyotiklerine 

yarı duyarlı olduğu, Peniciline (2 unit) karşı az 

duyarlı olduğu ve Nystatin antibiyotiğine karşı 

dirençli olduğu belirlenmiştir. 

5NK izolatının antibiyogram sonuçlarına göre; 

Kanamycin, Novobiocin, Gentamicin, Fucidic acid 

ve Neomycin, antibiyotiklerine duyarlı olduğu, 

Ampicillin, Tilmecocin, Chloramphenicol, 

Streptomycin, Tetracyclin ve Nystatin 

antibiyotiklerine yarı duyarlı olduğu, Lincomycin, 

Penicillin (2, 10 unit), Bacitracin antibiyotiklerine az 

duyarlı olduğu belirlenmiştir. Elde ettiğimiz 4NK ve 

5NK suşlarının zamana bağlı üreme grafiğine 

bakıldığında (Şekil 2a) maksimum üremenin 24. 

saatte elde edildiği görülmektedir. Kısa sürede üreme 

göstermeleri zamandan tasarruf sağlanması açısından 

biyoteknolojik uygulamalar için önemlidir.  

Sıcaklığın izole edilen suşlar üzerinde 

üremelerine etkisine bakıldığında 4NK susu 25-50 °C 

arasında (optimum 40 °C), 5NK susu 20-55 °C 

arasında (optimum 45 °C) üreme gösterdiği ve (Şekil 

2b). Her iki suşun da ılımlı termofil olduğu 

görülmektedir. Dunlap ve ark. (2015) izole ettikleri B. 

paralicheniformis’in üreme koşullarını 15–60 °C ve 

pH 6.0–11.0 (optimum pH 7.0–8.0) olarak 

belirlemişlerdir. Poli ve ark. (2006) izole ettikleri 

bakterilerin termofilik olduğunu ve bakterilerin 

büyüme sıcaklığını ve pH’sını sırasıyla 45-55 °C ve 

pH 5.0-6.5 olarak bulmuşlardır.  

Şekil 2c’de görüldüğü gibi 4NK susu pH 5.0-9.0 

arasında (optimum 6.0), 5NK susu pH 5.0-10.0 

arasında (optimum 6.0) gelişme göstermektedir 

(Şekil 2c). Her iki suşun da geniş pH aralığında üreme 

göstermeleri biyoteknolojik alanlarda avantaj 

sağlamaktadır. 

 

  

 
Şekil 2a. 4NK ve 5NK suşlarının zamana bağlı üreme grafiği, 2b. 4NK ve 5NK suşlarının sıcaklığa bağlı üreme 

grafiği, 2c. 4NK ve 5NK suşlarının pH’ya bağlı üreme grafiği 
 

16S rRNA Dizi Analizi 

16S rRNA dizi analizi sonuçlarına göre elde 

edilen izolatlardan 4NK suşunun Bacillaceae 

familyasına ait B. subtilis, 5NK suşunun ise B. 

paralicheniformis türene yakın olduğu belirlenmiştir 

(Şekil 3). B. paralicheniformis Gram (+), fakültatif 

anaerob, hareketli ve endospor oluşturan B. 

licheniformis ve B. sonorensis’e filogenetik olarak 

yakın olan bir türdür.  

B. paralicheniformis biyoteknoloji endüstrisinde 

enzimler, antibiyotikler, biyokimyasallar ve tüketici 

ürünleri üretmek için kullanılmaktadır (Rey ve ark., 

2004; Dunlap ve ark., 2015; Du ve ark. 2019).  Bu 

çalışmada izole edilen 5NK suşunun B. 

paralicheniformis’e benzerlik göstermesi bu suşun 

biyoteknolojik alanlarda kullanılma potansiyelini 

göstermektedir.  
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Şekil 3: 16S rRNA analizine göre filogenetik ağaç 

 

 
Proteaz ve Amilaz Enzimleri Aktivitesine 

Zamanın Etkisi 

Şekil 4a’da görüldüğü gibi 4NK ve 5NK 

suşlarının amilaz aktivitesi 9. saatten itibaren hızla 

artmış 4NK için amilaz aktivitesi 15. saatte (428.33 U 

mg-1), 5NK için 18. Saatte (380.58 U mg-1) 

maksimum değere ulaşmış, daha sonra yavaş yavaş 

azalmıştır.  

Şekil 4b’de görüldüğü gibi proteaz aktivitesi 

4NK ve 5NK suşları için 3. saatten itibaren yavaş 

yavaş artmış 4NK için 195.80 U mg-1 ve 5NK için 

260.93 U mg-1 olarak 24. saatte maksimum değere 

ulaşmıştır. 24. Saatten sonra proteaz aktivitesi 

azalmaya başlamıştır. 

Her iki suş için de hem amilaz hem de proteaz üretimi 

maksimum üretim gerçekleştikten sonra 

azalmaktadır. Her iki suş için de amilaz ve proteaz 

enzimlerinin sentezinin artışı bakteri üreme 

fazlarından logaritmik fazın sonuna denk geldiği 

görülmektedir.  

Enzim üretiminin, besiyerindeki diğer 

bileşenlerle etkileşime girmesi, pH'ın değişmesi ve 

mikroorganizmaya yararlı besinlerin tüketilmesi 

nedeniyle azaldığı düşünülmektedir (Matpan Bekler 

ve ark., 2020).  

Şekil 4a. 4NK ve 5NK suşlarının a-Amilaz aktivitesine zamanın etkisi,  4b. 4NK ve 5NK suşlarının proteaz aktivitesine 

zamanın etkisi 

 

 

Proteaz ve Amilaz Enzim Aktivitesine 

Sıcaklığın Etkisi 

Şekil 5a’da görüldüğü gibi 4NK ve 5NK 

suşlarının sıcaklığa bağlı amilaz aktivitesi 20 °C’de 

artmaya başlamış, 4NK suşu için 40-50 °C’de, 5NK 

suşu için 50-60 °C’de optimum değere ulaşmış ve 

bundan sonra ise azalmaya başlamıştır. Kıran ve 

Çömlekçioğlu (2003), termofilik Bacillus sp. K-

12’nin amilaz üretimi üzerinde yaptıkları çalışmada 

enzimin optimum sıcaklığının 42 °C olarak 

bulmuşlardır. Raul ve ark. (2014), maksimum α-
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amilaz aktivitesini 40 °C’de, Cordeiro ve ark. (2002) 

50 °C’de bulmuşlardır. Sonuçlar incelendiğinde, 

enzimin özellikle fermantasyon sonucu enzimleri 

inaktif hale getirmek için yapılan pastörizasyon için 

gerekli sıcaklıklarda da aktivite gösterebildiğinden 

(Stamford ve ark., 2001) gıda işleme ve geleneksel 

bira üretimi gibi çeşitli endüstriyel alanlarda 

kullanılabilecek özellikte olduğu görülmektedir. 

 Şekil 5b’de görüldüğü gibi proteaz aktivitesi ise 

4NK suşunda 30 °C’den itibaren 5NK suşunda 20 

°C’de artmaya başlamış, 4NK suşu için 60 °C’de, 

5NK suşu için 50 °C’de optimum değere ulaşmıştır. 

 

Şekil 5a. 4NK ve 5NK suşlarının -Amilaz aktivitesine sıcaklığın etkisi, 5b. 4NK ve 5NK suşlarının proteaz 

aktivitesine sıcaklığın etkisi 

 

Gupta ve ark. (2002) Bacillus türleriyle 

yaptıkları çalışmada maksimum proteaz aktivitesini 

60 °C, Arulmani ve ark. (2007), B. laterosporus’dan 

serin proteaz aktivitesinin optimum sıcaklığını 75 oC, 

Park ve ark. (2003), Bacillus cinsi (B. subtillis, B. 

aeromonas, B. hyrophila, B. amyloliquefaciens) 

bakterilerinden elde ettiği proteaz aktivitesinin 

optimum sıcaklığını 40-70 °C, B. licheniformis 

DV3’ten (Matpan Bekler ve ark., 2015a) elde edilen 

proteazın optimum sıcaklığını 50 oC, Anoxybacillus 

sp. KP1’den (Matpan Bekler ve ark., 2015b) elde 

edilen proteazın optimum sıcaklığını 50 °C  

bulmuştur. Bu çalışmadaki iki izolattan elde edilen 

proteazın maksimum aktivite gösterdiği sıcaklıklar 

çamaşır deterjanı formülasyonları gibi endüstriyel 

uygulamalarda kullanmak için avantajlı olabilir. 

 

Proteaz ve Amilaz Enzim Aktivitelerine 

pH’nın Etkisi 

Şekil 6a’da görüldüğü gibi 4NK ve 5NK suşlarının 

amilaz aktivitesi geniş pH (4.0-11.0) aralığında 

aktivite göstermektedir. 4NK ve 5NK suşları için pH 

8.0’de maksimum amilaz aktivitesi elde edilmiştir. 

Daha önce yapılan çalışmalarda, Mamo ve Gessesse 

(1999) pH 5.5-9.0, Conderio ve ark. (2002) pH 7.5, 

Arıkan ve ark. (2003) α-amilazın alkalin pH 

değerinde (9.5-13.0), Behal ve ark. (2006) pH 7.0-

10.0, Liu ve Xu (2008) pH 4.5-11.0 ve Raul ve ark. 

(2014) pH 7.1, Ahmetoğlu ve ark. (2015) maksimum 

amilaz aktivitesini pH 7.0’de elde etmişlerdir. Bu iki 

suştan elde edilen amilazın göstermiş olduğu pH 

profili, nötraliteye yakın bir pH aralığında 

gerçekleştirilecek endüstriyel proseslerdeki 

uygulamalarda kullanılabileceğini göstermektedir. 

Şekil 6b’de görüldüğü 4NK ve 5NK suşlarının 

proteaz aktivitesi ise pH 4.0’ten itibaren artmaya 

başlamış pH 8.0’de optimum değere ulaşmış daha 

sonra yavaş yavaş azalmaya başlamıştır. Önceki 

çalışmalarda Bacillus stearothermophilus (Sookkheo 

ve ark., 2000), Bacillus mojavensis (Gupta ve ark., 

2002), B.subtillis, B.aeromonas, B.hyrophila, 

B.amyloliquefaciens (Park ve ark., 2003), tarafından 

sentezlenen proteaz enziminin maksimum 

aktivitesinin pH 8.0 olduğu belirtilmiştir. Hem 4NK 

hem de 5NK’dan elde edilen proteazın geniş pH’da 

aktivite göstermesi deterjanlarda, deri işlemede veya 

daha yüksek pH'da diğer uygulamalarda katkı 

maddesi olarak kullanılabileceğini göstermektedir. 
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Şekil 6a. 4NK ve 5NK suşlarının -amilaz aktivitesine pH’nın etkisi, 6b. 4NK ve 5NK suşlarının proteaz aktivitesine 

pH’nın etkisi 

 

SONUÇ 

Sonuç olarak biyoteknolojik açıdan önemli olan 

enzimler üzerine incelemeler yapılmış bunun 

sonucunda enzimlerin optimum koşulları 

belirlenmiştir. Endüstrinin birçok alanında kullanılan 

amilaz ve proteaz enzimleri üzerine yapılan bu 

araştırmanın biyoteknolojide kullanılabileceğini 

göstermektedir.  
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