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AKTİNOMİSETDEN İZOLE EDİLEN EKSTRASELLÜLER 
PROTEAZIN KARAKTERİZASYONU 

 

ÖZET 

 

 

Bu çalışmada Streptomyces sp. BSU-1 �zolatından ekstrasellüler olarak üret�len 

proteaz enz�m�n�n karakter�zasyonu yapılmıştır. Streptomyces sp. BSU-1 �zolatı 

glukoz �çeren bes�yer�de 30 °C’de 3 gün süres�nce çoğaltılmıştır. Enz�m�n opt�mum 

reaks�yon sıcaklığı ve pH’sı sırasıyla 60 °C ve pH 10 olarak bulunmuştur. Proteaz 

enz�m akt�v�tes�n� 120 dak�ka 50 °C’de ve pH 8-12 aralığında %80’n�n üzer�nde 

koruduğu bulunmuştur. Na+1, Ca+2, Zn+2 ve Mg+2’n�n akt�v�tey� koruduğu, Mn+2 ve 

Cu+2 �yonları nın akt�v�tey� artırdığı görülürken, Hg+2 metal �yonunun �se yaklaşık 

%50 azalttığı tesp�t ed�lm�şt�r. Enz�m akt�v�tes� üzer�ne çözücüler�n etk�s� 

�ncelend�ğ�nde akt�v�ten�n yüksek oranda korunduğu gözlemlenm�şt�r. Tween-80 ve 

Tr�ton X-100 konsantrasyonu akt�v�tey� artırırken, H2O2 akt�v�te kaybına neden 

olmuştur. Enz�m�n, z�mogram anal�z� sonucu tek bant görülmüş ve molekül ağırlığı 

yaklaşık 48 kDa olarak tesp�t ed�lm�şt�r.  

 

Anahtar Kel"meler: Akt�nom�set, proteaz, z�mogram, alkal� 
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CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR PROTEASE 
ISOLATED FROM ACTINOMYCETES 

 

SUMMARY 

 

 

In this study, characterization of extracellularly produced protease enzyme from 

Streptomyces sp. BSU-1 isolate was performed. Streptomyces sp. BSU-1 isolates 

were grown in glucose-containing medium for 3 days at 30 °C. The optimum 

reaction temperature and pH of the enzyme were found 60 °C and pH 10. It has been 

found that the protease enzyme maintains its activity over 80% at 50 °C and pH 8-12 

for 120 minutes. It was detected that Na
+1

, Ca
+2

, Zn
+2

 and Mg
+2

 retained the activity, 

Mn
+2

 and Cu
+2

 ions increased the activity, while Hg
+2

 metal ion decreased about 

50%. When the effect of solvents on enzyme activity are examined, it is observed 

that activity is highly preserved. Tween-80 and Triton X-100 increased activity, 

while H2O2 caused loss of activity. The zymogram analysis of the enzyme showed 

single band and its molecular weight was found to be approximately 48 kDa. 

 

Keywords: Actinomycetes, protease, zymogram, alkaline 
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BÖLÜM 1. GİRİŞ 

 

 

Dünya yüzey�n�n yaklaşık %80’� sularla kaplıdır. Dünyadak� bütün suların %97’s�n� 

den�z ve okyanuslar oluşturmaktadır. Den�zel ortam b�rçok canlı �ç�n vazgeç�lmez b�r 

yaşam alanı olmuştur. M�kroskob�k canlılar �ç�nde, den�z ortamı farklı k�myasal 

özell�klere sah�pt�r. Den�z ortamı f�logenet�k olarak farklı akt�nom�setler�n varlığını 

desteklemekted�r. Den�z akt�nobakter�ler� sed�manlarda, su �ç�ndek� canlılar üzer�nde 

bulunur. Bu organ�zmalar ürett�kler� metabol�tler ve enz�mler �le öneml� olmaktadır 

(S�vakumar ve ark., 2007). Bu m�kroorgan�zmalar düşük besley�c� maddeler 

kullanılarak kültüre ed�leb�l�r ve farmasöt�k �laç keşf� �ç�n kaynak oluşturab�l�r 

(Jensen ve ark., 2005a). Den�z m�kroorgan�zmaları, ant�m�krob�yal akt�v�telere sah�p 

doğal ürün üret�m�nde kaynak olarak kullanılmaktadır (L�u ve ark., 2010). 

Akt�nom�setler Gram (+) olup, G+C bakımından zeng�n olmaları, akt�nom�setler� 

d�ğer organ�zmalardan ayıran en öneml� özell�ğ�d�r (Ç�ğdem, 2015). Den�z ortamında 

yaşayan formları olduğu g�b� toprakta da yaşayan b�rçok akt�nom�set türü 

bulunmaktadır. Organ�k madden�n zeng�n olduğu topraklarda bol m�ktarda bulunur. 

Neml� topraklardan z�yade kuru topraklarda daha fazla yayılış göster�rler. Farklı 

ortamlardan �zole ed�len akt�nom�set türler� genet�k olarak değ�ş�kl�k gösterse b�le 

aynı sekonder b�leş�kler� üreteb�l�r. Bu sebeple bazen yen� ve farklı b�yoloj�k 

moleküller bulma şansı azalab�l�r (Baltz, 2006; Bust� ve ark., 2006). Den�zden �zole 

ed�len akt�nom�setler�n ürett�ğ� sekonder metabol�k b�leş�kler sağlık, tarım, sanay� ve 

endüstr�yel alanlarda da kullanılmaktadır. Yapılan çalışmalarla yen� ve doğal 

b�yoakt�f ürün araştırmalarında den�z akt�nom�setler�n�n doğal ürün üretme 

kapas�tes�n�n oldukça yüksek olduğu bel�rt�lm�şt�r (Bull ve Stach, 2007). Bazı 

akt�nom�set türler� uygun ortam ve şartlarda b�yolüm�nesans özell�ğ� göstermekted�r. 

Kültür ultrav�yole ışık altında bu özell�ğ� göstereb�l�r. Işık ş�ddet� ve hızı, ortam 

koşullarına ve kültürün yaşına göre değ�ş�kl�k göstermekted�r. Yapılan b�r araştırma 

sonucu akt�nom�set türüne a�t olan Streptomyces r!masus’un ultrav�yole ışık altında 

ışık verme ş�ddet� �le ant�b�yot�k üretme özell�ğ� arasında b�r bağlantı olduğu 
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gözlemlenm�şt�r. Bu m�kroorgan�zmaların yararlı olab�leceğ� g�b� zararlı yönler� de 

vardır. Akt�nom�set�n bazı türler� de �nsan ve hayvan da hastalığa sebep olmaktadır 

(Gökmen ve Dem�rc�, 2016). 

Akt�nom�setler b�tk�ler �le ortak yaşayab�ld�ğ� g�b� saprof�t olarak da yaşam 

göstermekted�r. Akt�nom�setler�n b�tk� büyümes�n� destekley�c� etk�s�nden dolayı 

k�myasal böcek �lacı ve gübre kullanımına alternat�f olarak görülmekted�r 

(Palan�yand� ve ark., 2013). Akt�nom�setler; toprakta hayvan ve b�tk� dokularının 

ayrışmasını, humus oluşumunu ve hayvan gübreler�n�n oluşumunu sağlamaktadır.  

B�tk�lere zarar veren bazı mantar ve bakter�ler�n gel�ş�m�n� engelled�ğ� b�l�nmekted�r. 

Akt�nom�setler toprak ekos�stem�nde k�t�n ve l�gnoselüloz g�b� yapıların ayrışmasını 

sağlamaktadır (Goodfellow ve W�ll�ams, 1983). Streptomyces c�ns�ne a�t türler�n 

kloramfen�kol, er�trom�s�n, klortetras�kl�n, streptom�s�n g�b� ant�b�yot�kler�n üret�c�s� 

olduğu b�l�nmekted�r (Aksoy, 2014). Günümüze kadar b�l�nen ant�b�yot�kler�n 

b�rçoğu Streptomyces c�ns�ne a�t türler tarafından üret�lmekted�r. Ş�md�ye kadar 

keşfed�len en büyük ant�b�yot�k üreten c�nst�r (Karaboyun, 2018). Üret�m� yapılan 

1000 ant�b�yot�ğ�n yaklaşık %55-65’� Streptomyces c�ns�ne a�t üyeler tarafından 

gerçekleşt�r�l�r (Oskay ve Tamer, 2009). Akt�nom�setler�n ant�b�yot�k üret�m� dışında 

selülaz, am�laz, pekt�naz, l�paz, k�t�naz ve proteaz g�b� enz�m akt�v�teler�n�nde olduğu 

b�l�nmekted�r (Gulve ve Deshmukh, 2011). Bu enz�mler�n en yüksek akt�v�tey� 

göstermes� �ç�n bes� ortamı, bell� sıcaklık ve pH şartlarının uygun olması gerek�r. Bu 

şartlar sağlandığında �zole ed�len enz�mler uygun koşullarda muhafaza ed�l�p 

endüstr�yel alanlarda kullanılmaktadır. Bu enz�mler�n l�gnoselüloz g�b� doğal 

pol�merler�n parçalanmasını ve patojen�k m�kroplara karşı d�renç göstermede etk�n 

oldukları b�l�nmekted�r (Me�j� ve ark., 2017). En fazla çalışılan enz�mlerden b�r� olan 

proteaz enz�m� deterjan, gıda, �laç ve der� enstrüsünde kullanılmaktadır (Sharma ve 

ark., 2017). M�kroorgan�zma ve enz�mler gıdaların uzun süre muhafaza ed�lmes�nde 

kullanılır, gıda da farklı tat ve aroma değ�ş�kl�ğ� meydana get�rmez. B�sküv�, gofret 

ve kraker g�b� ürünlerde de son yıllarda sodyum metab�sülf�t (SMS) yer�ne proteaz 

enz�m� terc�h ed�lmekted�r. Proteaz enz�m� p�şme sırasında denatüre olması ve 

toks�s�te etk�s�n�n olmaması neden�yle sodyum metab�sülfüte göre daha avantaj 

sağlamaktadır (Erem ve Certel, 2006). 
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1.1. Akt"nom"setler"n Tar"hsel Gel"ş"m" 

 

Akt�nomycetes adı hem bakter� hem de mantarların karakter�st�k özell�kler�ne sah�p 

olup, Yunanca ‘atk�s’ (b�r ışın) ve ‘mykes’ (mantar)’den türet�lm�şt�r (Embley ve 

Stackebrandt, 1994). Akt�nom�setler 1870’l� yıllardan 1950’l� yıllara kadar bakter� �le 

mantar arasında b�r geç�ş formu olarak kabul ed�lm�şt�r (Hopwood, 2006). 

1875’de Ferd�nand Chon, �nsan gözyaşı kanalında �pl�ks� b�r organ�zma tesp�t etm�ş 

ve onu ‘Streptothr!x foerster!’ olarak adlandırmıştır. 1890 yılında Gasper�n� ve 

Lancher-Sandoval bu organ�zmaya ‘act�nomycetes’ adını verm�şt�r (Yücel, 2007). 

H�ltner adlı b�r araştırıcı jelat�n plak yöntem�yle akt�nom�set sayımını yapmış ve 

sonbahar, �lkbahar aylarında mevcut sayılarında artış fakat kış ve yaz aylarında 

azalma olduğunu gözlemlem�şt�r. 100 yıl önce Graefe adlı b�l�m �nsanı tarafından göz 

enfeks�yonuna sebep olan akt�nom�set türler�nden Streptothr!x canal!cul!t!s 

keşfed�lm�şt�r (Ellıs ve ark., 1961). 1877 yılında ‘Hars’ adlı araştırıcı ‘Lumpy dav’ 

adı ver�len hastalıkta b�r sığırın �lt�haplı bölges�nden �zole ed�len m�kroba 

akt�nom�set adını verm�şt�r. Merkezden çevreye doğru �pl�kç�k şekl�nde yayılış 

gösterd�ğ�n� ve bu �pl�kç�kler�n sonunda parmak şekl�nde ş�şk�nl�kler olduğunu 

gözlemlem�şt�r. Fakat araştırmacı organ�zmayı o günkü tekn�klerle �zole edemem�şt�r. 

Araştırmacılar başta akt�nom�setler� bakter�yel form olarak �fade etm�şlerd�r, fakat 

botan�kç� araştırmacılar akt�nom�setler� funguslara benzetm�şlerd�r. Karakter�ze 

ed�lm�ş olarak b�l�nen �lk den�z akt�nom�set� Rhodococcus mar!nonassen’d�r 

(Helmke ve Weyland, 1984). 

 

1.2. Akt"nom"setler"n Anatom"k ve F"zyoloj"k Özell"kler" 

 

Akt�nom�setler fungus ve bakter�ler arasında geç�ş formunda olup, �pl�ks� yapıda 

prokaryot�k canlılardır. Akt�nom�setler�n h�f yapıları, spor çapları (0,5-1 µm), şek�l ve 

büyüklük bakımından, m�tokondr� ve kloroplasta sah�p olmamaları, akt�nom�set 

hücreler�n�n selüloz ve k�t�n �ht�va etmemeler� ve doymamış yağ oranları bakter�ler 
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�le benzerl�k göstermekted�r. Akt�nom�setler arasında l�z�z ve faj hassas�yet�, 

bakter�ler �le yakın akraba olduklarını göstermekted�r. 

Akt�nom�setler fungal ant�b�yot�klere karşın, bakter�yel ant�b�yot�klere daha 

duyarlıdır. Akt�nom�setler funguslar g�b� havasal m�sel ve spor oluşturma özell�ğ�ne 

sah�pt�r (Waksman, 1989). Katı veya sıvı ortamda büyüme şek�ller�, pellet 

oluşturmaları funguslar �le benzerl�k göstermekted�r. 

Akt�nom�setler, aerob�k ve Gram (+) bakter�lerd�r. Toprakta veya suda yaşamaktadır. 

Alkal� ve nötral topraklarda bol m�ktarda bulunmaktadır. Akt�nom�set çeş�tl�l�ğ� ve 

sayısı mevs�msel olarak değ�ş�kl�k göstermekted�r. Kuru ve ılık mevs�mlerde sayı ve 

çeş�t bakımından en yüksek değere sah�p olduğu bel�rt�lm�şt�r (Ghanem ve ark., 

2000). Spor oluşturan m�selsel yapıları dallanmış, düz veya sp�ral şek�lde olab�l�r 

(Ersal, 2018). Akt�nom�setler�n b�l�nen en gen�ş türler�n� Streptomyces türü bakter�ler 

oluşturmaktadır (Bhattacharyya ve ark., 1998). İlk kez 1943 yılında Waksman ve 

Henr�c� tarafından Streptomyces c�ns� tanıtılmıştır (W�ll�ams ve ark., 1983). 

Streptomyces c�ns� Waksman ve Henr�c� tarafından 660’ın üzer�nde tür tanıtılmıştır 

(Guo ve ark., 2015).  Yüksek m�ktarda G+C �çer�ğ�ne sah�pt�rler. Bu özell�ğ� de 

akt�nom�setler� d�ğer organ�zmalardan ayırmaktadır. Karbon kaynağı olarak; prote�n, 

yüksek moleküllü organ�k as�tler, pol�sakkar�t, şeker, l�p�d ve al�fat�k h�drokarbonları 

kullanırlar. Akt�nom�setlerden özell�kle de Streptomyces türler� b�rçok ortamda 

üreme göstermeler�ne rağmen spor oluşturmaları �ç�n yüksek m�ktarda karbon ve 

azot �ht�va eden özel ortamlara gereks�n�m duyarlar (Kutzner, 1981). 

Akt�nom�setler spor oluşturma özell�ğ�ne sah�pt�r. Bu sporlar kuraklığa, sıcaklığa, dış 

etkenlere karşı d�renç göstermekted�r. Kolon� morfoloj�ler� farklılık göstermekted�r. 

S�yah, gr�, beyaz, yeş�l olmak üzere farklı renklerde kolon� görmek mümkündür 

(Waksman, 1989). 

Akt�nom�setler sıvı ve katı bes�yer�nde kümeler hal�nde üreme göstermekted�r. Sıvı 

bes�yer�nde d�pte veya yüzeyde kolon� hal�nde gel�şme göster�rken, 

m�kroorgan�zmalar bakter�lerde olduğu g�b� sıvı kültürde ortamı bulanıklaştırmayıp 

pellet oluşturmaktadır. Kolon� şek�ller� bakter� şek�ller�ne benzerl�k göstermekted�r. 

Bulundukları bes� ortamına, �nkübasyon süres�ne göre farklı renklerde kolon� 

oluştururlar. Akt�nom�setler, yavaş üreme eğ�l�m�nde olan �pl�ks� bakter�lerd�r. 
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Ortalama �nkübasyon süres� 4-5 gün arasında değ�ş�kl�k göstermekted�r (Öner, 1989; 

Özcan, 2012). 

Akt�nom�setler kültüre ed�ld�kler� ortamda substrat ve havasal m�seller 

oluşturmaktadır. Örneğ�n; akt�nom�setlerden Streptomyces c�ns� hava m�seller� 

meydana get�rmekte ve bu hava m�seller� de toz hal�nde spor formuna 

dönüşeb�lmekted�r (Waksman, 1950). 

Akt�nom�setler alkal� koşullarda, pH 5,0-9,0 aralığında, 25-30 °C de opt�mal büyüme 

gösterd�kler� g�b� çok yüksek sıcaklıklarda da üreme gösteren termof�l�k türler� 

mevcuttur (Goodfellow ve W�ll�ams, 1983). Akt�nom�setler granül oluşturmaktadır 

(Lacey, 1997). 

 

1.3.  Akt"nom"setler"n Sınıflandırılması 
 

Günümüzde ortalama 1,6 m�lyon organ�zmanın varlığı b�l�nmekted�r. Fakat sadece 

b�r kısmı teşh�s ed�lm�şt�r. Bu canlıları; morfoloj�k özell�kler�ne, spor özell�kler�ne, 

anatom�k yapısına, beslenme şekl�ne ve k�myasal yapısına göre sınıflandırmak 

mümkündür. Akt�nom�setler�, 1943 yılında Waksman ve Henr�c� taksonom�k olarak 

sınıflandırmıştır. Lecheval�er ve Lecheval�er 1965 yılında akt�nom�setler�n 

morfoloj�k ve k�myasal özell�kler�ne göre sınıflandırılab�leceğ�n� söylem�şlerd�r 

(Hasegawa ve ark., 1983). Akt�nom�setler�n tanımlamasında 16S rDNA d�z� anal�z� 

yapılmaktadır (Sor�a-Mercadove ark., 2012). Act�nobacter�a şubes�nde bulunan bazı 

sınıflar Şek�l 1.1’ de göster�ld�ğ� g�b�d�r (Goodfellow ve ark., 2012). 
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Şek�l 1.1. Act�nobacter�a şubes�nde bulunan sınıflar (Goodfellow ve ark., 2012) 

 

Sınıflandırma yapılırken k�myasal özell�kler kıstas alındığında hücre duvarındak� 

şeker ve am�no as�t d�z�l�m�ne bakılmaktadır. K�myasal sınıflandırmada, hücrede 

bulunan DAP (d�am�nop�mel�k as�t)’n�n varlığı öneml� yer tutmaktadır (Me�, 2015). 

Havasal m�sel oluşumu, şeker olarak ks�loz ve arab�noz bulundurması, hücrede de L-

DAP formunun bulunması streptom�set türüne özgü b�r özell�kt�r. Akt�nom�setler 6 

sınıf, 23 alt sınıf, 53 a�le, 222 c�ns ve 3000 türden oluşmaktadır ve bakter�ler�n 

Eubacter�ales takımında yer almaktadırlar. Akt�nom�setler�n taksonom�k olarak 

sınıflandırılması Tablo 1.1’de göster�ld�ğ� g�b�d�r (Dwork�n ve ark., 2006). 
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Tablo 1.1. Act�nobacter�a şubes�n�n taksonom�k sınıflandırılması (Dwork�n ve ark., 2006). 

Fam�lya                                                                C�ns 

Streptomycetaceae                                            Streptomyces 

Act�nomycetaceae    Act�nomyces, Act�nobaculum, Arcanobacter�um, 
Mob�lunes 

M�cromonosporaceae                                                                  M�cromomospora, Catenuloplanes, P�l�mel�a, 
Couch�oplanes,Sp�r�ll�planes, Latellatospora 

Ac�d�m�crob�aceae                                              Ac�d�m�crob�um     

Dermatoph�laceae                                               Dermatoph�lus 

Act�nocorall�aceae                                               Act�nocorall�a, Sarracen�ospora 

Streptosporang�aceae  Streptosporang�um, M�crob�spora,  Planomospora, 
Planotetraspora, Herb�dospora, Planob�spora, 
Sebek�a, 

Nocard�aceae Nocard�a, Rhodococcus 

 

 

Act�nomycetes f�lumu, Bergey’s Manual of Systemat�c Bacter�ology’ye göre 6 sınıfa 

ayrılmıştır. Bunlar; N�tr�l�ruptor�a, Ac�d�m�crob��a, Thermoleoph�l�a, Car�obacter�a, 

Rubrobacter�a ve Act�nobacter�a. Bunlardan Act�nobacter�a sınıfı 16 ordodan 

oluşmaktadır. Bu ordolar; Frank�ales, M�cromonosporales, B�f�dobacter�ales, 

Glycomycetales, Pseudonocard�ales, Act�nopolysporales, J�angellales, 

M�crococcales, Prop�on�bacter�ales, Streptosporang�ales, Act�nomycetales, 

Corynebacter�ales,  Catenul�sporales, K�neospor�ales, Streptomycetales ve 

Incertae’dır (Chaudhary ve ark., 2013). 

 

1.4. Akt"nom"setler"n Ekoloj"ler" 

 

Akt�nom�setler; den�z, toprak, b�tk�, hayvan, mağara ve bataklık g�b� değ�ş�k 

ortamlardan �zole ed�leb�l�rler. Toprakta bulunan akt�nom�setler bulundukları ortamın 

özell�kler�ne göre farklı yapılarda olab�l�r. Organ�k madden�n yoğun olduğu 

topraklarda bol m�ktarda akt�nom�set bulunmaktadır. Örneğ�n; Streptomyces türler� 

toprakta bol m�ktarda bulunur. Akt�nom�setler bakter�lere göre nem� daha az 
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toprakları sever. Kuru hava akt�nom�set�n m�sel oluşturması �ç�n daha uygundur. 

Akt�nom�setler, toprakta spor veya m�sel hal�nde bulunab�l�rler. Thaermoact!nomyces 

g�b� bazı termof�l�k akt�nom�setler ahır gübres� ve yüksek sıcaklıkta yaşamaktadır. 

Yapılan b�r çalışmada, toprak akt�nom�setler�n�n �zolasyonu ve sayımı �ç�n, karbon ve 

azot kaynağı olarak hum�k as�t �çeren HV (hum�k as�t-v�tam�n) agar gel�şt�r�lm�ş ve 

akt�nom�set türler�nden özell�kle M�cromonospora c�ns�n�n bu agarda çok fazla 

üred�ğ� gözlemlenm�şt�r (Q�u ve ark., 2008). Hum�k as�t agar �le hazırlanmış b�r 

ortamda Streptomyces, M�cromonospora, Streptosporang�um, M�crotetraspora, 

M�crob�spora, Dactylosporang�um, Nocard�o ve Thermomonospora c�nsler�n�n �y� b�r 

büyüme gösterd�ğ� bel�rt�lm�şt�r (Hayakawa ve Nonomura, 1987). 

Den�z ekos�stem�nde ve okyanuslarda akt�nom�setler�n yaygın olarak bulunduğu 

tesp�t ed�lm�şt�r. M�cromonospora, Rhodococcus ve Streptomyces türler�n�n den�z 

ortamında bulunduğu bel�rt�lm�şt�r (Maldonado ve ark., 2005). Akt�nom�setler den�z 

ekos�stem�nde genell�kle alglerden �zole ed�lmekted�r. Yapılan çalışmalar sonucunda 

den�zden �zole ed�len akt�nom�setler�n de sekonder metabol�t ürett�ğ� bulunmuştur. 

Üret�len bu metabol�k ürünler b�yoloj�k akt�v�teye sah�p olmakla beraber, endüstr�yel 

alanda da kullanımı mevcut olduğu gözlemlenm�şt�r.  B�l�m �nsanlarının 50 yıldan 

fazladır den�z akt�nom�setler� üzer�ne çalışmalar yaptığı b�l�nmekted�r. Yapılan 

çalışmalarda Act�nomyces, Nocard�a, M�cromonospora ve Mycobacter�um türler�n�n 

su ekos�stem�nde yaygın olarak bulunduğu tesp�t ed�lm�şt�r (ZoBell, 1946; Gre�n ve 

Mayers, 1958). Özell�kle tatlı sularda M�cromonospora c�ns�n�n bol m�ktarda 

bulunduğu tesp�t ed�lm�şt�r. Bu c�nse a�t türler�n petr� kabında genell�kle pembems� 

veya turuncumsu renkte oluştuğu gözlemlenm�şt�r. Ayrıca den�z suyunun petrol �le 

b�rleş�m� Nocard�a ve M�cromonospora türler�n�n de daha fazla yayılış göstermes�n� 

sağlamaktadır. Bu tür akt�nom�setler�n petrolü parçalama özell�ğ� vardır. Karaden�z 

bölges�nde de yapılan çalışmalar sonucunda d�p çamurlarında Act!nomyces 

pelonogenes türünün bol m�ktarda olduğu tesp�t ed�lm�şt�r. Akt�nom�setler havada 

spor veya m�sel oluşturab�l�rler. 

Akt�nom�setler�n bazı türler� konak olarak �nsan ve hayvanları terc�h edeb�l�r. 

Akt�nom�setler�n �nsan ve hayvanda sebep olduğu kron�k hastalığa akt�nom�koz 

den�r. Hastalığa sebep olan akt�nom�setler genelde anaerob�k türlerd�r. En yaygın 

olarak b�l�nen hastalık yapan tür Act!nomyces !srael!!’d�r (Çakır ve ark., 2011). Bu 
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akt�nom�set, �nsanlarda gastro�ntest�nal s�stemde, gen�tal bölgede ağız boşluğunda 

bulunmaktadır (Çakır ve ark., 2011). Bu tür �nsanlarda genell�kle doku ş�şmes�ne, 

�lt�haplanmasına, apse oluşumuna, dokuda del�k veya topaklı sızıntıya ve doku 

hasarına sebep olmaktadır (Akyol ve ark., 2016). Act!nomyces !srael!!’n�n hasara 

sebep olduğu dokunun m�kroskop görüntüsü Şek�l 1.2’de görüldüğü g�b�d�r (Bell, 

2019). 

 

 

Şek�l 1.2.  Akt�nom�koza sebep olan  Act!nomyces !srael!!’n�n m�kroskop görüntüsü (Bell, 2019). 

 

1.5. Akt"nom"setler Tarafından Üret"len B"yoürünler 

 

M�kroorgan�zmalar b�yoloj�k ürün üret�m�nde akt�f rol oynamaktadır. M�krob�yal 

ürünler modern �laç f�rmalarının temel�n� oluşturmaktadır. Geçm�şten günümüze 

yapılan çalışmalar henüz keşfed�lmem�ş potans�yel terapöt�k uygulamalara sah�p 

b�rçok ürünün olduğunu göstermekted�r (S�ngh ve Pelaez, 2008). Akt�nom�setler 

den�z bakter�ler� �ç�nde güçlü b�yoakt�f moleküllere sah�p etk�ley�c� b�r kaynak 

olmuştur (Subraman� ve Aalbersberg, 2013). Akt�nom�set bakter�ler� tıbb� amaçlı ve 

çeş�tl� b�yoloj�k akt�v�teler� olan metabol�t üret�m� yapmaktadır (Bredholdt ve ark., 

2007). Akt�nom�setler�n ürett�ğ� ürünler değ�ş�k safhalara ayrılmak �sten�rse bunları 

pr�mer, sekonder, b�yoloj�k dönüşüm ürünler, akt�nom�set hücreler� ve rekomb�nant 

ürünler olarak sıralamak mümkündür. Enz�m, karbonh�drat, l�p�t, prote�n ve organ�k 

as�t g�b� b�leş�kler �lk safhada üret�len pr�mer metabol�tlerd�r. Akt�nom�setler�n 
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sekonder metabol�t üret�m� yüksek olup, t�car� olarak ant�tümör, farmasöt�k ve 

nötrasöt�k ajanları �le enz�m �nh�b�törler� b�yoteknoloj�de kullanılmaktadır (Özcan ve 

Çorbacı, 2017).  Mangrov ormanları sekonder metabol�t üretme potans�yel�ne sah�p 

akt�nom�setler �ç�n öneml� b�r kaynak olmaktadır (Hong ve ark., 2009). Üret�len en 

öneml� sekonder metabol�t ürün ant�b�yot�kt�r. Sekonder metabol�tler, b�yoakt�f doğal 

ürünler�n en öneml� grubunu oluşturmaktadır. K�myasal yapıları ve b�yoloj�k 

akt�v�teler�nden dolayı makromoleküllerden farklılık göstermekted�r (Cannell, 1998). 

Den�z akt�nom�setler�nden yen� ve farklı �k�nc�l metabol�t ürünler�n�n 

keşfed�lmes�yle, bu m�kroorgan�zmaların doğal ürün araştırmalarına yen� b�r boyut 

kattığını göstermekted�r (Jensen ve ark., 2005b). B�yoloj�k dönüşüm ürünü olarak 

akt�nom�setler, bakter�ler ve mantarlarla b�rl�kte katı atıkların kompostlanmasını 

sağlamaktadır. Den�z akt�nom�setler�nden üret�len sekonder metabol�tler�n b�rçoğu 

b�yoloj�k akt�v�teye sah�p olmasıyla b�rl�kte terapöt�k etk�s� de mevcuttur (Gorajana 

ve ark., 2005; Lam, 2006). M�krob�yal kaynaklı doğal ürünler �laç keşf�nde öneml� 

kaynak oluşturmaktadır. Modern �laç f�rmalarının temel�n� m�krob�yal ürünlerden 

gel�şt�r�len �laçlar oluşturmaktadır. Hala keşf� yapılmamış b�rçok m�kroorgan�zma 

vardır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda den�z akt�nom�setler�n�n keşf�n�n hızla 

artmasıyla, bakter�yel kaynaklı m�krob�yal ürünler�n�n araştırmalarına yen� boyut 

kazandırılmıştır.  

Ant�b�yot�k kullanımı �lk olarak pen�s�l�n�n keşf�yle başlamış olup daha sonra Selman 

ve arkadaşları tarafından streptom�s�n�n keşf�yle de artış gösterm�şt�r (Bal�, 2011). 

Waksman ve arkadaşları 1940 yılında topraktan �zole ett�kler� akt�nom�set türünü 

Act!nomyces ant!b!ot!cus olarak adlandırmışlar ve bu akt�nom�setten �zole ed�len 

ant�b�yot�ğede akt�nom�s�n olarak �s�mlend�rm�şlerd�r (Temel, 2015). 

Akt�nom�setlerden �zole ed�len �lk ant�b�yot�k olan akt�nom�s�nden sonra 

streptomyces türler�nden de benzer k�myasal özell�kler gösteren ant�b�yot�kler 

üret�lm�şt�r. Bazı streptom�set türler� am�nogl�koz�t değ�şt�r�c� enz�mlere sah�pt�r 

(Benven�ste ve Dav�es, 1973). 

Akt�nom�setler�n bazı türler� s�totoks�k etk�ye sah�pt�r. Ç�n’de mangrov 

ekos�stem�nden �zole ed�len akt�nom�setler�n yapılan çalışmalar sonucunda ant�-

enfeks�yon, ant�-tümör b�leş�kler�n�n, nörodejenerat�f hastalıkların ve d�yabet 

tedav�s�nde kullanılab�leceğ� görülmüştür (Yang ve Song, 2018). Akt�nom�setlerden 
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Akt�nomadura c�ns�s�n�n ant�b�yot�k üretme özell�ğ� olduğu b�l�nmekted�r. Bu c�ns 

akt�nom�set jelat�n, l�gnoselüloz ve kaze�n� parçalama özell�ğ�ne sah�pt�r. 

Act�nomadura türler�nden ant�b�yot�k üretme özell�ğ� en fazla b�l�nen Act!nomadura 

k!jan!ata, Act!nomadura ol!gospora, Act!nomadura macra ve Act!nomadura 

h!b!sca’dır (Huang, 1980; Tom�tave ark., 1990; Ç�l, 2011). Den�zde bulunan 

Sal�n�spora c�ns� akt�nom�set�n yapılan çalışmalar sonucu �laç benzer� kaynak 

olab�leceğ� görülmüştür (Udwary ve ark., 2007). Sal�n�spora c�ns�n�n üyeler� güçlü 

proteozom �nh�b�törü olan Sal�n�sporam�d A �çer�ğ�ne sah�p olmasıyla kanser tedav�s� 

�ç�n umut olab�leceğ� tahm�n ed�lmekted�r (Te�cher ve Tomaszewsk�, 2015). 

Proteozom �nh�b�törünün mult�pl myeloma ve sol�d tümörler�n tedav�s�nde 

kullanılmak üzere farklı çalışmalar yapılmıştır (Frankland-Searby ve Bhaum�k, 

2012). B�rçok proteozom �nh�b�törü gel�şt�r�lm�ş ve bu �nh�b�törler farklı tümör 

t�pler�nde ant�tümör fonks�yonu gösterm�şt�r (Engür ve D�kmen, 2015). 

 

1.5.1. Akt"nom"setler tarafından üret"len enz"mler 

 

Akt�nom�setler�n,  m�krob�yal kaynaklı doğal ürün üret�m�nde öneml� b�r payı vardır. 

Akt�nom�setler, yaklaşık olarak doğal ürün üret�m�n�n %42’s�n� oluşturmaktadır 

(Oskay ve Tamer, 2009). Üret�len bu ürünler arasında selülaz, am�laz, pekt�naz, üreaz 

ve proteaz g�b� enz�mler yer almaktadır (Kar ve Ray, 2008; Gulve ve Desmukh, 

2012). Yapılan çalışmalar sonucu b�r akt�nom�set suşunun β-glukoz�daz ürett�ğ� tesp�t 

ed�lm�şt�r (Imada ve Okam�, 1995). Bengal körfez�n�n farklı yerler�nden toplanan 

288 den�z örneğ� toplanarak, n�şasta kaze�n agar ortamında akt�nom�set �zolatı �zole 

ed�lm�ş ve bu �zolatların bazılarının l�paz, kaze�naz, jelat�naz, selülaz ve am�laz 

enz�m� ürett�ğ� bel�rlenm�şt�r (Ramesh ve ark., 2009). Streptomyces c�ns� 

bakter�ler�nde proteaz, am�laz ve ks�l�naz g�b� enz�m akt�v�teler� olduğu bel�rt�lm�şt�r 

(Awla ve ark., 2017). Bu enz�mler�n opt�mum akt�v�te göstermes� �ç�n uygun sıcaklık, 

pH ve tuzluluk g�b� bel�rley�c� etkenler vardır. 

Selülaz enz�m�, selülozun gl�koz�d�k bağlarını parçalayan h�drol�t�k enz�m grubudur. 

Bu enz�m, selüloz �çeren yemlere �lave ed�lerek, yemler�n daha kolay s�nd�r�lmes�n� 

sağlar  (Gado ve ark., 2007; Azzaz, 2009; Murad ve Azzaz, 2010).  Tohum yağlarının 
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çıkarılmasında (Che Man ve ark., 1996), ekmek yapımında macun kıvamının 

azaltılmasında (Godfrey ve West, 1996), b�tk� hücre duvarlarının uzaklaştırılmasında 

(Bhat ve Bhat, 1997), �çecek endüstr�s�n�n saflaştırma aşamasında ve tekst�l 

endüstr�s�nde kullanılmaktadır. Am�laz enz�m� s�nd�r�mde görev alır ve tükürük 

bezler�, pankreas, �nce bağırsak, karac�ğer ve yumurtalıklarda bulunur. Kağıt 

endüstr�s�nde n�şastanın düşük v�skoz�teye �nd�rerek kağıdın daha kolay şek�llen�p 

katlanmasını sağlar. Pekt�naz enz�m�; gıda, kağıt, tekst�l alanında ve atık suların 

arıtılmasında kullanılmaktadır. Gıda endüstr�s�nde meyve sularının ve şarapların 

berraklaştırılmasında; tekst�l endüstr�s�nde keten �ç�n selüloz l�fler�n�n 

hazırlanmasında kullanılmaktadır. Streptomyces sp. türü kerat�naz enz�m� üret�r ve bu 

enz�m�n 44 kDa olduğu,  opt�mal akt�v�te sıcaklığının 45 °C ve pH’ının  11 olduğu 

bel�rt�lm�şt�r (Tat�nen� ve ark., 2008).  

Proteaz enz�m�; pept�d bağlarının h�drol�z� �le reaks�yon yıkımını katal�z eder. 

Proteol�t�k enz�mler�n %60’ını alkal�n proteazlar oluşturur. Bu enz�m grubu deterjan, 

tekst�l, organ�k sentez, peyn�r yapımı ve atık su arıtımı g�b� alanlarda kullanılan 

endüstr�yel enz�mlerd�r (Moorman ve ark., 1993; Abd El-Nasser, 1995; Böckle ve 

ark., 1995). Akt�nom�setler�n yanı sıra bakter� ve mantarlardan da �zole ed�lmekted�r. 

Streptomyces gr!seus (Nomoto ve Narahash�, 1959), Saccharopolyspora sp. (Raut ve 

ark., 2013), Bac!llus subt!l!s (Özden, 2014) ve Streptomyces fung!c!d!ous MML1614 

(Ramesh ve ark., 2009) adlı bakter�n�nde proteaz enz�m�n� ürett�ğ� bel�rt�lm�şt�r. 

Proteaz �nh�b�törü olan ant�pa�n, leupept�n, k�mostat�n, pepstat�n, phoshoram�don 

akt�nom�setler tarafından üret�ld�ğ� b�l�nmekted�r (Umezawa ve ark., 1973). 

 

1.6. Proteazlar 

 

1.6.1. Proteaz enz"m yapısı ve özell"kler" 
 

Proteaz enz�m� endüstr�yel enz�mler�n en öneml� gruplarından b�r�d�r. Ortalama 

enz�m satışlarının %40-60’ını oluşturmaktadır. Proteaz enz�mler� yan� pept�dazlar 

pept�d bağlarının kırılmasını sağlar (Aehle, 2007). Canlı organ�zma yapısında mevcut 

prote�n sayısının %2’s�n� oluşturmaktadır (Yıldırım, 2014). B�tk�, hayvan, bakter�, 
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fungus ve akt�nom�setlerden elde ed�lmekted�r. Uluslararası B�yok�mya ve Moleküler 

B�yoloj� B�rl�ğ� tarafından yapılan enz�m adlandırmasında proteazlar; h�drolazlar (3) 

ve alt sınıf pept�dazlar (3.4) olarak gruplandırılmıştır (Yılmaz, 2014). Günümüzde en 

fazla, m�kroorgan�zmalardan elde ed�len proteaz enz�m� kullanılmaktadır. Proteaz 

enz�m�n�n çalışması �ç�n opt�mum b�r pH ve sıcaklık değer� vardır. Canlı yapısında 

proteaz enz�m� genell�kle m�de ve pankreas da üret�ld�ğ� g�b� spes�f�k reaks�yonlar 

�ç�n vücudun d�ğer kısımlarında da üret�lmekted�r. Endüstr�yel alanda t�car� 

enz�mler�n en gen�ş sınıfını proteol�t�k enz�mler oluşturmaktadır. T�car� olarak 

üret�m� yapılan proteaz enz�mler�n�n 2/3’s� m�krob�yal kökenl�d�r. Genelde 

endüstr�yel amaçlı olarak bakter�yel proteaz enz�mler� terc�h ed�l�r. Endüstr�yel veya 

b�yoteknoloj�k amaçlı kullanılan proteaz enz�mler�n�n opt�mum pH ve sıcaklıkta 

yüksek akt�v�te göstereb�ld�ğ� g�b� çok yüksek sıcaklıkta da akt�v�te gösteren grupları 

mevcuttur. T�car� yönden en öneml� proteazlar h�drolaz grubu enz�mlerd�r (Josh� ve 

Satyanarayana, 2013). Proteaz enz�mler�n�n; yüksek katal�t�k akt�v�teye sah�p 

olmaları, yüksek derecede substrat özgüllüğü, büyük m�ktarlarda üret�lmeler�, 

ekonom�k açıdan uygun olmaları ve b�tk� veya m�kroorgan�zmalardan kolay �zole 

ed�lmeler� endüstr�yel alanda terc�h ed�lme sebepler�ndend�r. B�yoteknoloj� açısından 

da büyük öneme sah�p olan proteazların, canlılığın devamı �ç�n de öneml� b�r yer� 

vardır. Mutagenez veya rekomb�nant DNA teknoloj�s� kullanılarak t�car� statüde 

enz�m ver�ml�l�ğ� artırılab�l�r.  

Proteazlar; çamaşır deterjanları, kontakt lens tem�zley�c�s�, gıda endüstr�s�, b�ra, �pek, 

der� g�b� endüstr�yel alanlarda sıkça kullanılmaktadır. Endüstr�yel alan dışında bu 

enz�mler; kan pıhtılaşmasında, prote�n yıkımında, dokuları regüle etmede, 

membranlardak� prote�n geç�ş� g�b� görevler� de mevcuttur (Rao ve ark., 1998). Son 

yıllarda gel�şen teknoloj� ve tıpla beraber farklı hastalıklarda kullanılan terapöt�k 

ajanlarda proteaz enz�m kullanımı g�derek artmıştır. Bugüne kadar kullanılan bu 

enz�m; bakter�, küf ve mantarlardan �zole ed�lm�şt�r. Fakat yapılan çalışmalarda 

akt�nom�setler�n de proteaz enz�m üret�m� yadsınmayacak derecede hız kazanmıştır. 

Akt�nom�setler�n hem karada hem suda bol m�ktarda bulunması, bu enz�m�n elde 

ed�lmes�nde kolaylık sağlamıştır. Bakter�, fungus ve akt�nom�setlerden elde ed�len 

proteaz enz�mler�n�n, b�rl�kte kullanımında daha etk�n b�r şek�lde akt�v�te gösterd�ğ� 

gözlemlenm�şt�r (Banerjee ve ark., 1999). Proteaz enz�m� akt�nom�setlerden üret�ld�ğ� 
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g�b� farklı kaynaklardan da üret�m� yapılmaktadır. Bazı örnekler Tablo 1.2’de 

göster�lm�şt�r. 

 

Tablo1.2. Farklı m�krob�yal kaynaklardan proteaz üret�m� 

Mikroorganizma         Optimum 

pH 

Optimum 

Sıcaklık C 

Kaynak 

 

Bacillus mojavensis 

 

10,5 

 

60 

 

Beg ve Gupta, 2003 

 

Vibrio fluvialis  VM10 

 

Bacillus licheniformis 
 

Bacillus subtilis 

 

Caldicoprobacter guelmensis 

 

Pleurotus sajor caju CTM10057 

 

Halobacterium sp. 

 

Exiguobacterium  profundam  sp.  

 

Bacillus 

 

8,0 

 

10,0-11,0 

 

10,0 

 

10,0 

 

9,5 

 

6,0-11,0 

 

9,0 

 

9,0 

 

33,5 

 

65-70 

 

45 

 

70 

 

70 

 

60 

 

35 

 

50 

 

Venugopal ve Saramma, 2006   

 

Sellami-Kamoun ve ark., 2008 

 

Pant ve ark., 2015 

 

Bouacem ve ark., 2015 

 

Benmrad ve ark., 2019 

 

Elbanna ve ark., 2015 

 

Sudha ve ark., 2018 

 

Dorra ve ark., 2018 

 

 

1.6.2. Proteaz enz"m"n"n sınıflandırılması 
 

1.6.2.1. Katal"t"k bölgedek" "şlev"ne göre proteazlar 

 

1. Endopept�dazlar 

Prote�n molekülündek� pol�pept�d z�nc�r�n�n �ç bölgeler�ndek� pept�d bağlarını 

h�drol�ze eden gruptur. Endopept�dazlar; ser�n, s�ste�n, aspartat ve metallo olarak 4 

farklı şek�lde gruplandırılmıştır (Reed, 1993). 

a. Ser�n proteaz (EC 3.4.21) 

H�st�d�n, ser�n ve aspart�k as�tten oluşan yapı �le karakter�ze ed�lmekted�r. Buradak� 

ser�n, substratla b�rl�kte kovalent bağ �le b�r tepk� oluşturur (Nduv�mana ve ark., 

1995). Ser�n proteaz enz�m grubu fen�lmet�lsulfon�lflor�d (PMSF), 
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d��zoprop�lflorofosfat (DFP), 3,4 d�kloro�zokumar�n (3,4-DCI), tos�l-L-l�z�nkloro 

met�l keton (TLCK) �le �nh�be ed�leb�l�r (Özden, 2014). Ser�n proteaz; 

fosfoprote�nler�n ve gl�koprote�nler�n bağ yapısında bulunur ve fosfol�p�t, s�f�ngol�p�t 

sentez�nde görev alır. Ayrıca kan pıhtılaşmasında, bağışıklık s�stem�nde de etk�n b�r 

şek�lde çalışmaktadır. Ester ya da am�d substratların h�drol�z�n� sağlar. Ser�n proteaz 

enz�m yapısının b�l�nmes�nde; s�nd�r�mden sorumlu tr�ps�n ve am�noas�t z�nc�rler�n� 

�nh�be eden kompleks yapılarının b�l�nmes� kolaylık sağlamıştır. Ser�n t�p� proteazlar 

b�tk� v�rüsler�nde Potyv�r�dae fam�lyası üyeler�nde ve Polerov�rus c�ns�nde bulunur. 

Ser�n benzer� proteazlar �se Comov�r�dae ve Sequ�v�r�dae fam�lyasında bulunduğu 

b�ld�r�lm�şt�r (Dougherty ve Semler, 1993). 

b. S�ste�n proteaz (EC 3.4.22) 

S�ste�n proteaz d�ğer adıyla t�yol proteazlar; aspart�k as�t, h�st�d�n ve s�ste�nden 

oluşan enz�m grubudur. S�ste�n proteazlar ağır metal �yonları ve oks�de ed�c� ajanlarla 

kolaylıkla �nh�be ed�leb�lmekted�r. Bu proteaz grubu b�tk� ve m�kroorgan�zmalardan 

elde ed�leb�l�r. Doğadan elde ed�len t�yol proteazlar, m�kroorgan�zmalardan elde 

ed�len proteazlara göre daha elver�şl� ve homojend�r. Papayadan elde ed�len papa�n, 

k�v�den elde ed�len akt�n�d�n, �nc�rden elde ed�len f�s�n yapısal olarak t�yol proteaz 

grubuna benzerl�k göstermekted�r (Gerze, 2003). T�yol proteaz grubu hücresel 

prote�nler�n dönüşüm evres�nde kullanılmaktadır. Helper component (yardımcı 

b�leşen)  s�ste�n proteaza örnek olarak ver�leb�l�r. Bu b�leşen potyv�rüsler tarafından 

kodlanır.  S�ste�n proteaz potyv�rüsler�n genom�k RNA’sında yardımcı b�leşen (helper 

component) tarafından kodlanmaktadır (Dougherty ve Semler, 1993; Huet ve 

ark.,1994; Agr�os, 2005). Yardımcı b�leşen (HC-Pro) v�ral döngüde pek çok 

fonks�yonu gerçekleşt�r�r ve mult�fonks�yonel b�r prote�nd�r (Ertunç ve Topkaya, 

2018). 

c. Aspartat proteaz (EC 3.4.23) 

As�t proteazlar olarak da b�l�n�r. İk� asparj�n res�düler�n�n katal�t�k �k� molekülünden 

oluşmaktadır. Düşük pH değer�nde akt�v�te göster�r. En �y� b�l�nen aspartat proteaz 

peps�n enz�m�d�r. Bütün aspartat proteazlar, reaks�yon mekan�zması en karışık olan 

�k� aspartat tortusu �çer�r (Fersht, 1977). 
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d. Metallo proteaz (EC 3.4.24) 

Proteaz grubunun b�l�nen en esk� sınıfıdır. Akt�v�teler� �ç�n ç�nko �yonuna gereks�n�m 

duymalarından dolayı, ç�nko proteaz olarak da b�l�n�r. Ç�nko bazen, akt�v�tes�n� 

etk�lemeyecek derecede, n�kel ya da kobalt g�b� metallerle yer değ�şt�reb�l�r. Metallo 

proteazlar b�tk� patojen� v�rüsler�nde bulunmaktadır (Dougherty ve Semler, 1993). 

2. Ekzopept�dazlar 

Prote�n z�nc�r�nde uçta bulunan am�no veya karboks�ldek� pept�d bağlarını h�drol�z 

eder. Z�nc�r�n uç kısmındak� C-karboks�l kısma etk� ederse karboks�pept�daz, N-

am�no kısma etk� ederse am�nopept�daz olarak adlandırılmaktadır (Duran ve ark., 

2007). 

a. Am�nopept�dazlar  

B�tk� veya hayvanlardan elde ed�lmekted�r. Am�no uçtak� bölgeden b�r am�noas�t 

kes�m� yapar. Eğer am�no uçta �k� kalıntı varsa d�pept�d�l pept�daz, üç kalıntı varsa 

tr�pept�d�l pept�daz olarak sınıflandırılır. Am�nopept�dazlar hücre �ç� enz�mlerd�r, 

fakat A. Oryzae adlı türden üret�len am�nopept�daz hücre dışı enz�md�r (Rao ve ark., 

1998). 

b. Karboks�pept�daz 

Karboks�l uçtak� tek ve son pept�d bağını h�drol�z eden enz�m grubudur. 

Karboks�pept�dazlar; s�ste�n karboks�pept�daz, ser�n karboks�pept�daz ve metallo 

karboks�pept�daz olarak akt�f bölgeler�ne göre üçe ayrılır (Rao ve ark., 1998). 

 

1.6.2.2. Kaynağına göre proteazlar 

 

1.B�tk�sel kaynaklı proteazlar 

B�tk�sel kaynaklı proteaz enz�mler� daha çok trop�kal bölge b�tk�ler�nden elde ed�l�r. 

Bu bölgede bulunan b�tk�lerde enz�m üret�m� olması �ç�n bell� b�r süre geçmes� 

gerek�r. Bu süreçte b�tk�n�n bulunduğu ortam şartları, �kl�m g�b� özell�kler, enz�m 

üret�m�n� etk�lemekted�r. Bu enz�m� �ht�va eden bazı b�tk�ler; Orch!s anatol!ca 
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(Parlak ve ark., 2008), Crocus b!florus (Çel�k, 2018), Pr!mula ver!s (Güngör ve ark., 

2006). 

2. Hayvansal kaynaklı proteazlar 

En yaygın olarak b�l�nen hayvansal kaynaklı proteazlar peps�n, tr�ps�n, k�motr�ps�n 

ve ren�n enz�mler�d�r. Renn�n; memel�ler�n m�des�nde anne sütünü s�nd�rmeye 

yarayan b�r enz�md�r. Peps�n b�l�nen �lk hayvansal enz�md�r. Rennet enz�m� 

sığırlardan elde ed�lmekted�r (Alaylı ve ark., 2004). 

3. M�krob�yal kaynaklı proteazlar 

M�krob�yal kaynaklı proteazlar genel olarak fungus, bakter� ve akt�nom�setlerden 

elde ed�l�r. M�krorgan�zmaların üremes�n�n daha kolay ve hızlı olması, b�tk� ve 

hayvanlardan elde ed�len poteazlara göre daha çok terc�h ed�lmes�ne neden olur 

(Kıran ve ark., 2006). Enz�m satışlarının %40’ı m�krob�yal kaynaklı proteazlar 

aracılığıyla sağlanmaktadır. M�krob�yal proteazlar; �laç, gıda, tekst�l, der� ve deterjan 

g�b� çok yönlü kullanımları �le enz�m pazarında gen�ş yer tutmaktadır. Endüstr�yel 

uygulamalarda kullanılacak olan proteazlar farklı ortam ve yüksek sıcaklıklarda 

akt�v�teye sah�p olmalıdır (S�ngh ve Bajaj, 2017). Bakter�yel proteazlardan Bac!llus 

türler� ekstrasellüler proteazların en öneml� üret�c�s�d�r (Nasc�mento ve Mart�ns, 

2004). Hücre �ç� proteazların metabol�k ve düzenley�c� s�stemde, hücre dışı 

proteazların �se prote�n h�drol�z�nde öneml� görev� vardır (Kal�sz, 1988; Kumar ve 

Takag�, 1999; Gupta ve ark., 2002). Son zamanlarda hücre �ç� ve hücre dışı 

proteazların metabol�k süreçlerde öneml� roller� araştırılmıştır (Ze�gler, 2001).   

Actinomycetes, Streptomyces ve Nocardia gibi mikroorganizmaların proteaz enzimi 

üreticisi olduğu bilinmektedir (Wietzorrek ve Bibb, 1997).  Alkalen proteazların 

yüksek ısıya karşı gösterdikleri tolerans sebebiyle deterjan endüstrisinde kullanımı 

oldukça yaygındır (Rao ve ark., 1998). Bu proteazların deterjanlarda leke çıkarımı 

için eklendiği bilinmektedir (Nilegaonkar ve ark., 2007).  Ayrıca tedavi edici 

uygulamalarda da proteazların kullanıldığı rapor edilmiştir (Nelson ve Cox, 2005). 
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1.6.3. Proteaz enz!m!n!n kullanım alanları 
 

Proteaz enz�m� endüstr�yel enz�m kullanımının ortalama %60’ını oluşturmaktadır 

(Sharma ve ark., 2017). Endüstr�yel �şlemler� daha az mal�yetle yapab�lmek �ç�n 

proteaz ve d�ğer enz�m türler�n�n kullanımı g�derek artmaktadır. Alkal� proteazlar 

yıllık %25 ve d�ğer proteazlar %21 oranında pazar payına sah�pt�r (Rao ve ark., 

1998). 

M�krob�yal kaynaklı proteaz enz�mler� genelde tem�zl�k ürünler�nde, yağların ve 

k�rler�n uzaklaştırılmasında kullanılır. Bakter�lerden özell�kle Bac�llus türler�nden 

elde ed�len proteaz enz�mler� deterjan endüstr�s�nde kullanımı daha fazladır 

(Ahmetoğlu, 2011).  B�sküv� g�b� gıda ürünler�nde s�nd�r�m�n kolaylaştırılmasını 

sağlar. Alkol endüstr�s�nde b�ranın muhafaza ed�ld�ğ� o süreçte olab�lecek 

bulanıklığın önüne geçer. Fotoğraf endüstr�s�nde, fotoğraf f�lmler�n�n �ç�ndek� 

gümüşü elde edeb�lmek �ç�n jelat�n�n çözünmes�n� sağlar. Eczacılıkta hazmı 

kolaylaştıran bazı �laçların b�leş�m�nde de bulunmaktadır. Saç ve c�lt bakımı, 

kozmet�k ürünler�nde proteaz enz�m�n�n bell� ölçülerde kullanımı vardır. Doğada 

hayvansal, m�krob�yal ve b�tk�sel kalıntıların dekompoz�syonunu sağlamaktadır. Der� 

endüstr�s�nde der�den kılların ayrılmasında ve der�n�n daha yumuşak kıvama 

get�r�lmes�nde yardımcı olur. Balık yemler�nde katkı maddes� olarak kullanılarak, 

yem�n s�nd�r�leb�l�rl�ğ�n�n artmasına yardımcı olacağı bel�rt�lm�şt�r (Özcan, 2015). 

Balık, hayvan ve b�tk� prote�nler�n� h�drol�zlemede alkal�n proteazların önem� 

oldukça fazladır. Kontakt lens solüsyonlarında tem�zley�c� ajan olarak 

kullanılmaktadır. Bu solüsyonda kullanılan proteaz, daha çok hayvan ve b�tk� 

proteazlarından elde ed�lm�şt�r. Son zamanlarda yapılan çalışmalar m�krob�yal 

kaynaklı proteazlarında kontakt lens solüsyonlarında kullanılab�leceğ�n� gösterm�şt�r. 

Özell�kle Bac!llus sp.’den elde ed�len proteazın bu konuda daha çok etk�l� olduğu 

görülmüştür (Pawar ve ark., 2009).   

Bu tezde Streptomyces sp. BSU-1 �zolatından �zole ed�len proteaz enz�m�n�n 

karakter�zasyonun yapılması amaçlanmıştır. 
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BÖLÜM 2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

 

Akt�nom�setler, öncek� yıllarda daha çok toprak ve b�tk� kökler�nden �zole ed�l�p 

kullanılıyordu. Fakat son yıllarda sucul ekos�stemde de akt�nom�set varlığı tesp�t 

ed�lm�ş ve endüstr�yel alanda kullanımının oldukça ver�ml� olduğu bulunmuştur. 

İzm�r körfez� sed�ment örnekler�nden �zole ed�len alkolof�l�k akt�nom�setler 

�ncelenm�şt�r. MA1-1 suşu yağsız süt ve kaze�n bes�yer� kullanılarak, suşun proteaz 

enz�m� üret�c�s� olduğu bulunmuştur (Hameş ve Uzel, 2007). 

Nocard!ops!s dassonv!lle! OPC-210 adlı akt�nom�set türünden �k� t�p ser�n proteaz 

enz�m� (I ve II olarak) üret�m� gerçekleşt�rd�ler. Üret�len bu enz�mlere kolon 

kromatograf�s� �le saflaştırma �şlem� yapmışlardır. Molekül ağırlıkları tesp�t ed�l�p, 

uygun sıcaklık ve pH çalışması yapılarak, enz�mler� aseton çökelme, DEAE-

Sephadex A-50, CM-Sepharosa CL-6B, Sephadex 6-7S ve fen�l- Toyopearl 650 M 

kolon kromatograf�s� �le saflaştırma �şlem� gerçekleşt�rm�şlerd�r. Saflaştırılan 

enz�mler SDS PAGE �le tek bant hal�nde tesp�t ed�lm�şt�r. İk� proteaz �ç�n 21000 ve 

36000 olarak molekül ağırlıkları tesp�t etm�şlerd�r. Proteaz I �ç�n opt�mum pH 10-12 

ve proteaz II �ç�n �se 10,5 olarak, proteaz I �ç�n opt�mum sıcaklık 70 °C, proteaz II 

�ç�n �se 60 °C �fade etm�şlerd�r (Tsuj�bo ve ark., 1990). 

Andaman den�z� ve Tayland körfez�nden 101 den�z akt�nom�set� �zole ed�lm�şt�r. 

İzole ed�len akt�nom�setler üzer�nde 16S rDNA gen taraması, ant�m�krob�yal akt�v�te 

bel�rlenmes�, proteol�t�k akt�v�te tay�n� ve morfoloj�k özell�kler�n�n bel�rlenmes� 

amacıyla çeş�tl� çalışmalar yapmışlardır (Leetanasaksakul ve Thamcha�penet, 2018). 

H�nd�stan’ın Kuzey H�malaya bölges�nden 46 akt�nom�set türü �zole ed�lm�şt�r. 

İzolasyon �şlem� ser� seyreltme plaka tekn�ğ� �le yapılmış ve bu akt�nom�setler�n 

kültür karakter�zasyonları, proteaz üret�m� ve kanser hücre hattı üzer�ndek� s�totoks�k 

etk�ler� araştırılmıştır. Proteaz enz�m üret�m� �ç�n yağsız süt agar kullanmışlardır. 

Farklı pH, sıcaklık ve metal �yonlarının (β-mercaptoetanol, DTT, �yodoasetam�d, 
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MgSO4CaC2 ve EDTA) etk�s� araştırılmıştır. ERIA-31 ve ERIA-33 �zolatlarının 

değ�şt�r�lm�ş bes�n agar ortamlarda d�ğer kültürlere göre daha fazla proteaz akt�v�tes� 

gösterd�ğ� rapor ed�lm�şt�r (Balachandran ve ark., 2012). 

H�nd�stan’da Bengal körfez�, Pul�cat gölü ve P�chavaran mangrov ortamlarından 256 

örnek alınarak, 191 farklı akt�nom�set �zole etm�şlerd�r. İzole ed�len akt�nom�setler�n 

108’�n�n proteaz enz�m üret�c�s� olduğu bulunmuştur. Elde ed�len akt�nom�setlerden 

MML1614 �zolatının yüksek proteol�t�k akt�v�te gösterd�ğ� b�ld�r�lm�şt�r. MML1614 

suşuna a�t 16S rDNA d�z�l�m� yapılarak Streptomyces fung!c!d!ous olduğu 

tanımlanmıştır. Streptomyces fung!c!d!ous’un uygun şartlarda proteaz enz�m� üret�m�  

�ç�n farklı çalışmalar yapmışlardır (Ramesh ve ark., 2009). 

Erzurum �l� sıcak su kaynaklarından bakter� �zolasyonu yapmışlardır. Yapılan genet�k 

tarama �le bu bakter�n�n B. pum!lus olduğu �fade ed�lm�şt�r. Bakter� �le yapılan 

çalışmalar sonucunda proteaz akt�v�tes� tesp�t etm�şlerd�r (Gülmüş ve Görmez, 2018). 

Kore Inchon’da k� Batı den�z sed�metler�nden k�rlenm�ş gelg�t çamurundan 

akt�nom�set �zolasyonu yapmışlardır. Yapılan çalışma �le Bac!llus claus!! I-52 

�zolatından proteaz akt�v�te gösterd�ğ�n� bel�rtm�şlerd�r. Enz�m üzer�ne metal 

�yonlarının etk�s�n� araştırıp, D�a�on HPA75, Fen�l-Sepharose ve DEAE-Sepharose 

kolon kromotograf�s� �le saflaştırma �şlemler� yapmışlardır (Joo ve Chang, 2004). 

K�rlenm�ş den�z ortamından toplanan örneklerden akt�nom�set �zolasyonu �le 

Nocard!ops!s sp. elde etm�şlerd�r. Yapılan çalışma �le bu akt�nom�set�n hücre dışı 

proteaz enz�m üret�c�s� olduğunu �fade etm�şlerd�r (D�x�t ve Pantolonu, 2001). 

Batı Anadolu’dan kaplıca sed�ment� ve toprak örnekler�nden alınan 

m�kroorgan�zmaların Act�nomycetes olup olmadığını araştırmışlardır. 55 °C’de 

Act�nomyces �zolasyon agar (AIA), n�şasta kaze�n agar ve gl�serol maya ekstratı 

kullanılarak �zolasyon yapmışlardır. İzolatların hücre dışı proteaz akt�v�tes�, 

kolon�ler� çevreleyen h�drol�z bölgeler�ne göre AIA %1 kaze�n kullanılarak tarama 

yapmışlardır. İzolatlar üzer�ne ant�m�krob�yal akt�v�te çalışmaları yapmışlardır. 

İzolatların tanımlanması kültürel, f�zyoloj�k özell�kler ve 16S rDNA d�z� benzerl�ğ� 

�le yapılarak,  67 termof�l�k Act�nomycetes �zolatı, Thermoact!nomyces thalpoph!lus 
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ve T. sacchar! türler�nde sınıflandırmışlardır. Bunlardan %62’s�n�n hücre dışı proteaz 

üret�c�s� olduğunu rapor etm�şlerd�r (Uzel ve ark., 2011). 

Hindistan’da ki Jakhau sahilinden 26 proteolitik bakteri izole etmişlerdir. Bunların 

arasında Bacillus tequilensis (JQ904626) izolatının tanımlamasını yapmışlardır. 

Yaptıkları çalışma ile bu izolatın hücre dışı proteaz ürettiğini söylemişlerdir (Bose ve 

ark., 2014). 

Bengal körfezinin farklı yerlerinden toplanan 288 deniz örneğinden, nişasta kazein 

agar besi ortamında 208 deniz aktinomiseti izole etmişlerdir. İzolatların büyüme 

paternleri, miselyel renklenme ve ekzopolisakkaritlerin üretilmesi bu izolatın 

Streptomyces spp. olduğunu ifade etmişlerdir. Deniz aktinomisetleri arasında 

Streptomyces spp. %88 oranında bulunduğunu belirtmişlerdir. 208 deniz aktinomiseti 

arasında 111 izolatın insan patojenlerine karşı antimikrobiyal aktivite, 151 izolatın da 

iki bitki patojenine karşı antifungal aktivite gösterdiğini söylemişlerdir. Ayrıca 

yaptıkları çalışmalarla bu izolatların enzim üreticisi olduğunu ifade etmişlerdir 

(Ramesh ve Mathivanan, 2009). 

Güney Hindistan’daki deniz tuzundan aktinomiset izolasyonu yapmışlardır. Yapılan 

sistematik tarama ile halofilik suşun Actinopolyspora sp. VITSDK2 olduğunu ifade 

etmişlerdir. Bu suş üzerine proteaz enzim çalışması, amonyum sülfat ile çöktürme 

işlemi ve DEAE selüloz kolon kromotografisi yapılarak kısmen saflaştırma 

işleminden sonra yapmışlardır. Proteaz enzimini HPLC kullanarak daha saf hale 

getirip, molekül ağırlığı SDS-PAGE analizi ile 22 kDa olarak ifade etmişlerdir 

(Suthindhiran ve ark., 2013).  

Gram pozitif aktinomisetlerin çeşitli biyolojik aktiviteleri ve farklı kimyasal 

bileşikler ürettiği bilinmektedir. Maharashtra Konkan kıyılarından 5 bölgedeki deniz 

sedimentlerinden 107 farklı aktinomiset izolasyonu yapmışlardır. Aktinomisetlerden 

90’ının genel seviyesi belirlenmiş ve bu izolatların Streptomyces, Micromonospora, 

Intrasporangium, Saccharopolyspora, Streptosporangium, Rhodococcus, 

Saccharomonospora ve Nocardia olduğunu tespit etmişlerdir. Tanımlanan 90 

aktinomiset için enzimatik aktivite tayini yaparak, bu izolatların proteaz, jelatinaz, 

amilaz, lesitinaz, selülaz ve üreaz üreticisi olduğunu ifade etmişlerdir (Gulve ve 

Desmukh, 2011). 
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Hindistan’da yengeçden aktinomiset izolasyonu için birtakım çalışmalar 

yapmışlardır. Bunun için Hindistan’ın Güneydoğu kıyılarından Scylla serrata (çamur 

yengeci) tür yengeçler toplanarak, steril polietilen poşetlerde muhafaza etmişlerdir. 

Önce yengecin vücut yüzeyi  %70 etanol ile steril pamuk kullanılarak temizlemişler 

ve yengecin vücut yüzeyinden 1 gr alıp steril olarak homojenize etmişlerdir. 

Numuneyi seri olarak süzüp, %50 deniz suyu ile sterilize etmişlerdir. Seri olarak 

seyreltilen numunenin 1 ml’si Kuster agar içeren besi ortamında 7 gün boyunca 35 

°C’de inkübasyona bırakmışlardır. Örneklerden daha sonra 7 farklı aktinomiset 

izolasyonu yapmışlardır. Potansiyel proteaz üreticisi olan suşlar UV ve sodyum azid 

kullanılarak mutasyona uğratmışlardır. Bu çalışma ile aktinomisetin proteaz enzim 

üretim etkinliğinin artmasına yönelik gelişme gösterdiği ifade etmişlerdir (Karthik ve 

ark., 2010). 

Hindistan’ın Manipur eyaletinde topraktan aktinomiset izolasyonu yapmışlardır. 

Yapılan izolasyon sonucu seçilen bir izolatın Nocardiopsis prasina HA-4 olduğunu 

söylemişlerdir. Yaptıkları çalışma ile bu izolattan proteaz enzimi üretmişlerdir. Bu 

enzim ile sıcaklık, pH ve farklı metal iyonları kullanarak, enzim üzerine etkisini 

araştırmışlardır (Ningthoujam ve ark., 2009). 

Hindistan Buldhana bölgesindeki Lonar soda gölünden Bacillus lichenifromis izole 

etmişlerdir. İzole ettikleri bakteriden proteaz enzim üretimi için uygun besiyeri de 

büyüterek, sıcaklık, pH ve çeşitli yüzey aktif maddelerinin enzim üzerine etkisini 

araştırmışlardır (Pathak ve Deshmukh, 2012). 
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BÖLÜM 3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal 

 

Bu tez çalışmasında G�resun Ün�vers�tes� Fen Edeb�yat Fakültes� B�yoloj� Bölümü 

M�krob�yoloj� Laboratuvarında FEN-BAP-A-140316-52 nolu proje çalışması 

kapsamında �zole ed�len akt�nom�setler arasında en yüksek proteaz akt�v�tes� gösteren 

�zolatlardan b�r� olan Streptomyces sp. BSU-1 �zolatı kullanıldı. 

 

3.1.1. Cihazlar 

 

Çalışmada kullanılan c�hazlar aşağıdadır. 

Hassas teraz�, çalkalamalı su banyosu, buzdolabı, pH metre, m�krop�pet, d�key jel 

elektroforez c�hazı, manyet�k karıştırıcı, spektrofotometre, soğutmalı santr�füj, etüv, 

vorteks, saf su c�hazı, ster�l kab�n ve otoklav. 

 

3.1.2. Kullanılan besiyerler 

 

N�şasta Kaze�n Bes�yer� (SCA) sıvı ve katı olarak �k� farklı şek�lde hazırlandı. Bu 

bes�yer� Streptomyces sp. BSU-1 �zolatının çoğaltılması ve enz�m çalışmaları �ç�n 

kullanıldı (Jeffrey, 2008). 

Besiyeri 1: Nişasta Kazein AgarBesiyeri (SCA) 

Çözünür nişasta 10,0 gr 

Kazein hidrolaz 0,3  gr 

KNO3 2,0  gr 

NaCl 2,0  gr 

K2HPO4  2,0  gr 
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MgSO4.7H2O 0,05 gr 

FeSO4.7H2O  0,01 gr 

Agar  18,0 gr 

Saf su 1000 ml, pH7,5 

 

Yukarıda belirtilen besiyeri 1,1 basınç altında 121 °C’de 15 dakika otoklavlanılarak 

steril hale getirildi.  

 

Besiyeri 2:Ramesh ve ark. (2009) göre geliştirilen besiyeri modifiye edilerek 

kullanıldı. 

Pepton 10 gr 

Glukoz 10 gr 

K2HPO4 0,5 gr 

MgSO4.7H2O4 0,5 gr 

NaCl 0,5 gr 

CaCl 0,5 gr 

Saf su 1000 ml 

 

Bu bes�yer� Streptomyces sp. BSU-1 �zolatından proteaz enz�m� üretmek amacıyla 

kullanıldı. 

 

3.1.3. Kullanılan tamponlar 

 

50 mM Sodyum asetat pH 3, 4 ve 5 

50 mM Potasyum fosfat pH 6 ve 7 

50 mMTr�s-HCl pH 8 

Gl�s�n-NaOH pH 9, 10, 11 ve 12 

 

3.1.4. Kullanılan kimyasal maddeler 

 

Bu çalışmada kullanılan k�myasallar aşağıdadır. 

Na+1, Cu+2
, Mn+2, Mg+2

, Zn+2
,  Hg+2

, Ca+2, pepton, gl�koz, K2HPO4, MgSO4.7H2O, 

jelat�n, kaze�n h�drolaz, KNO3, Tr�s-HCl, TCA, Fol�n-c�ocalteu'sphenol, Na2CO3, β-

merkaptoetanol, DMF, DMSO, metanol, etanol, aseton, aseton�tr�l, �zopropanol, üre, 
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SDS, Tween 20, Twen 80, Tr�pton X100, H2O2, amonyum sülfat, NaHCO3, akr�lam�d, 

tr�s, SDS, amonyum persulfat, TEMED, tr�s, gl�serol, SDS, boya, bromofenol, 

metanol, aset�k as�t, Tr�ton-X100, Coomass�e Br�ll�ant Blue R-250 ve G-250. 

 

3.1.5. Enzim aktivitesi ölçümünde kullanılan solüsyonlar 

 

Uygun tampon �çer�s�ne %0,65 kaze�n �lave ed�l�p ve karışım berraklaşana kadar 

�y�ce manyet�k karıştırıcıda karıştırıldı. Kaze�n�n tamamen çözünmes� �ç�n karışım 80 

ºC’y� geçmeyecek şek�lde ısı uygulandı. 110 mM Tr�kloroaset�k as�t (TCA) 

solüsyonu, Fol�n-C�ocalteu reakt�f� (1:1 oranda seyrelt�lm�ş) ve 0,5 M Sodyum 

karbonat (Na2CO3) solüsyonları hazırlandı. 

 

3.1.6. SDS PAGE ve zimogram analizinde kullanılan solüsyonlar 

 

Akr!lam!d Solüsyonu: 29,2 g akr�lam�d ve 0,8 g b�sakr�lam�d çözündükten sonra 

son hac�m d�st�le su �le 100 ml’ye tamamlandı (Bollag ve ark, 1996). 

Amonyum Persülfat: Amonyum persülfat %10 olacak şek�lde saf su �çer�s�nde 

çözülerek taze olarak hazırlandı (Bollag ve ark, 1996). 

Örnek Yükleme Tamponu: Yükleme tamponu 62,5 mM Tr�s (pH 6,8), %2 SDS, 

%5 β-merkaptoetanol, %10 Gl�serol ve %0,002 Bromfenol mav�s� kullanılarak 

hazırlandı (Zhang ve ark, 2009). 

Jel Boyama Solüsyonu: Coomass�e Br�llant Blue R-250 % 0,25, metanol %40 ve 

aset�k as�t %10 olacak şek�lde boyama solüsyonu hazırlandı.  

Yıkama 1 solüsyonu: %50 metanol ve %10 glas�al aset�k as�t olacak şek�lde 

hazırlandı. 

Yıkama 2 solüsyonu: %5 metanol ve %7 glas�al aset�k as�t olacak şek�lde 

hazırlandı. 

Tr!ton-X100 çözelt!s!: %2.5 Tr�ton-X100 hazırlandı (Böckle ve ark, 1995). 
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3.2. Yöntem 

 

Daha öncek� proje ve tez çalışmasında kal�tat�f olarak yüksek proteaz akt�v�tes�  

gösterd�ğ� tesp�t ed�len Streptomyces sp. BSU-1 �zolatından proteaz enz�m� �zole 

ed�lerek karakter�zasyon çalışmaları yapıldı. Streptomyces sp. BSU-1 �zolatı 2 nolu 

bes�yer�nde 30 °C’de 150 rpm’de 2 gün �nkübe ed�ld�. Hazırlanan bu ön kültürden 

%3 olacak şek�lde 2 nolu bes�yer�ne ek�m yapıldı ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 gün 

�nkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrası 6000 rpm’de 20 dak. santr�füj yapıldıktan 

sonra elde ed�len süpernatant ham enz�m olarak değerlend�r�lm�ş olup 

karakter�zasyon çalışmalarında kullanılmak üzere +4 °C’de muhafaza ed�ld�.   

 

3.2.1. Proteaz aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi 

 

Ham enz�m�n akt�v�tes�n�n kant�tat�f olarak bel�rlenmes� �ç�n 50 mM uygun tampon 

�ç�nde %0,65 (w/v) kaze�n solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan kaze�n solüsyonundan 

800 µl alınıp, 320 ml ham enz�m �le karıştırılıp su banyosunda uygun sıcaklıkta 15 

dak�ka �nkübe ed�ld�. İnkübasyon sonrası 800 µl 110 mM TCA solüsyonu �lave ed�l�p 

oda sıcaklığında 30 dak. �nkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonrasında 8000 rpm’de 

10 dak�ka santr�füj ed�ld� ve f�ltratdan 500 µl alınıp, 1,25 ml 0,5 M Na2CO3, 250 µl 

fol�n-c�ocalteu'sphenol (1:1 v/v seyrelt�k) �lave ed�l�p, oda sıcaklığında karanlık 

ortamda 30 dak�ka beklet�ld�. Daha sonra spektrofotometrede OD655 nm de ölçüm 

yapılıp akt�v�te sonuçları kant�tat�f olarak bel�rlend�. B�r ün�te proteaz akt�v�tes� (U), 

h�drol�z reaks�yonu sonucu enz�m�n substrattan b�r dak�kada açığa çıkarttığı t�roz�n�n 

mmol c�ns�nden m�ktarı olarak �fade ed�ld�. 

ı µ ş ğ ö ü

ö ü
(3.1) 

 

3.2.2. Tirozin standart grafiği 

 

Akt�v�te hesaplamasında kullanılacak olan t�roz�n standart graf�ğ�n�n bel�rlenmes� 

�ç�n 50 mM uygun tamponda 10 mM L-t�roz�n stok çözelt�s� hazırlandı. Hazırlanan 
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bu stok çözelt�den 0,05-0,5 mmol konsantrasyonlardan 500 µl alınıp, 1,25 ml 0,5 M 

Na2CO3 ve 250 µl fol�n-c�ocalteu'sphenol �le karıştırılıp, oda sıcaklığında 30 dak. 

karanlık b�r ortamda beklet�ld�. Daha sonra spektrofotometrede OD655 nm’de ölçümü 

yapılarak sonuçlar doğrultusunda t�roz�n standart graf�ğ� ç�z�ld�. Bu graf�k akt�v�te 

hesabında kullanıldı. 

 

3.2.3. Enzim karakterizasyonu 

 

Proteaz enz�m�n�n karakter�zasyonunu bel�rlemek amacıyla farklı sıcaklık, pH,  metal 

�yonları ve organ�k çözücüler kullanıldı. Daha sonra proteaz enz�m�n�n kısm� 

saflaştırma �şlem� yapılarak enz�m karakter�ze ed�ld�. 

 

3.2.3.1. Enzim aktivitesine sıcaklığın ve sıcaklık stabilitesinin etkisi 

 

Enz�m akt�v�tes� üzer�ne sıcaklığın etk�s�n�n araştırılması �ç�n 10-120 °C aralıklarında 

sıcaklık değerler� kullanıldı. Hazırlanan 50 mM Tr�s-HCl pH 8 tamponu kullanılarak 

%0,65’lık (w/v) kaze�n substrat solüsyonu hazırlandı. Akt�v�te çalışması 3.2.1’de 

bel�rt�ld�ğ� şek�lde yapıldı. Negat�f kontrolde enz�m yer�ne saf su kullanıldı. Her b�r 

sıcaklık değer� üç tekrarlı yapıldı. En yüksek enz�m akt�v�tes� gösteren sıcaklık 100 

olarak kabul ed�l�p ve enz�mler�n akt�v�teler� oransal olarak kalan akt�v�te olarak 

ver�ld�. 

Isı stab�l�te çalışması �ç�n ham enz�m 50, 60 ve 70 °C sıcaklıklarında 15, 30, 45, 60 

ve 120 dak�ka �nkübasyona maruz bırakıldı. Negat�f kontrolde enz�m yer�ne saf su, 

poz�t�f kontrolde ön �nkübasyona bırakılmamış ham enz�m kullanıldı. Akt�v�te 

çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� şek�lde yapıldı. Her b�r deney üç tekrarlı yapıldı. 

Poz�t�f kontrol 100 olarak kabul ed�l�p ve enz�mler�n akt�v�teler� oransal olarak kalan 

akt�v�te olarak ver�ld�. 
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3.2.3.2. Enzim aktivitesine pH ve pH stabilitesinin etkisi 

 

Enz�m�n en �y� akt�v�te gösterd�ğ� pH aralıklarının bel�rlenmes� �ç�n, 50 mM’lık pH 

tamponları hazırlandı. pH 3-4-5 �ç�n sodyum asetat, pH 6-7 �ç�n potasyum fosfat, pH 

8 �ç�n Tr�s-HCl, pH 9-12 �ç�n gl�s�n-NaOH tamponu kullanıldı. Bu tamponlar 

kullanılarak %0,65’lık (w/v) kaze�n substrat solüsyonu hazırlandı. Enz�m�n gösterm�ş 

olduğu akt�v�te 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� şek�lde opt�mum sıcaklık değer�nde bel�rlend�. 

Her b�r deney üç tekrarlı yapıldı. Muamele görmeyen enz�me a�t akt�v�te 100 olarak 

kabul ed�lm�ş ve muamele görmüş enz�mler�n akt�v�teler� oransal olarak kalan 

akt�v�te olarak ver�ld�. Daha sonrak� çalışmalarda, en yüksek enz�m akt�v�tes�n�n 

görüldüğü pH değer�ndek� tampon kullanıldı. 

pH stab�l�tes�n�n bel�rlenmes� �ç�n enz�m karışımı 1:1 oranında pH 8, 9, 10, 11 ve 12 

tamponları �le karıştırılmış ve oda sıcaklığında 1, 2 saat ve +4 °C’de 24 saat ön 

�nkübasyona maruz bırakıldı. Enz�m�n gösterm�ş olduğu akt�v�te 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� 

yöntem �le opt�mum sıcaklık değer�nde bel�rlend�. Poz�t�f kontrolde ön �nkübasyona 

bırakılmamış enz�m, negat�f kontrolde saf su ve tampon kullanıldı. Her b�r deney üç 

tekrarlı yapıldı. 

 

3.2.3.3. Enzim aktivitesi üzerine metal iyonlarının etkisi 

 

Enz�m akt�v�tes� üzer�ne metal �yonlarının etk�s�n� bel�rlemek amacıyla Cu+2
, Mg+2

, 

Zn+2
, Hg+2

, Mn+2
, Na+1ve Ca+2 metal �yonları kullanıldı. Tampon �ç�nde %0,65 kaze�n 

substrat solüsyonu hazırlandı. Metal �yonlarının 1 ve 5 mM’lık konsantrasyonlardak� 

çözelt�ler� tampon �le hazırlandı. Daha sonra ham enz�m ve tampon �le hazırlanmış 

metal �yonlarının çözelt�s� karıştırılarak, 1 saat oda sıcaklığında �nkübasyona 

bırakıldı. Poz�t�f kontrol olarak ham enz�m �le tampon karıştırılmış, ortama herhang� 

b�r metal �yonu eklenmed�. Negat�f kontrolde enz�m yer�ne saf su kullanıldı. Her b�r 

deney üç tekrarlı yapıldı. İnkübasyon sonrası akt�v�te çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� 

şek�lde yapıldı. Sonuçlara göre poz�t�f kontrol 100 olarak kabul ed�ld� ve proteaz 

enz�m akt�v�tes� üzer�ne metaller�n etk�s� değerlend�r�ld�.                                                                         
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3.2.3.4. Enzim aktivitesi üzerine organik çözücülerin etkisi 

 

Proteaz akt�v�tes�ne organ�k çözücüler�n etk�s�n� bel�rlemek �ç�n farklı organ�k 

çözücüler kullanıldı. Ham enz�m ve organ�k çözücüler karıştırılarak uygun sıcaklık 

ve sürelerde �nkübe ed�ld�. Bu çalışmada çözücü olarak son konsantrasyon %10 

olacak şek�lde metanol, etanol, aseton�tr�l, �zopropanol, DMF ve DMSO kullanıldı. 

Oda sıcaklığında 1 saat �nkübe ed�ld�. Negat�f kontrolde çözücü ve saf su, poz�t�f 

kontrolde saf su �le ham enz�m kullanıldı. Akt�v�te çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� 

şek�lde yapıldı. Enz�m akt�v�tes� üzer�ne çözücü maddeler�n etk�s�nde poz�t�f kontrol 

100 olarak kabul ed�l�p sonuçlar değerlend�r�ld�. 

 

3.2.3.5. Enzim aktivitesi üzerine deterjan, denatüran ve oksidanların etkisi 

 

Enz�m akt�v�tes� üzer�ne çeş�tl� deterjan ve denatüranların etk�s�n� bel�rlemek �ç�n 

%0,1 ve %1’l�k SDS, Tween 20, Tween 80 ve Tr�ton X-100,  %1 ve %5’l�k H2O2 ve 

0,5 ve 1 M’lık üre kullanıldı. Oda sıcaklığında 1 saat �nkübasyona bırakıldı. Negat�f 

kontrolde deterjan, denatüran ve saf su kullanıldı.  Poz�t�f kontrolde ham enz�m                             

kullanıldı. İnkübasyon sonrası akt�v�te çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� şek�lde yapılıp, 

poz�t�f kontrol 100 olarak kabul ed�ld�. Deterjan, denatüran ve oks�danların enz�m 

üzer�ne etk�s� değerlend�r�ld�. 

 

3.2.4. Enz!m!n kısm! saflaştırılması 

 

3.2.4.1. Amonyum sülfat ile çöktürme 

 

Enz�m�n kısm� saflaştırılması amonyum sülfat (NH4)2SO4 çöktürmes� �le yapıldı. 

Çöktürme �şlem� �ç�n manyet�k karıştırıcıda +4 °C’de %40, 60 ve 80 doygunlukta 

amonyum sülfat kullanıldı. %80 doygunluk �ç�n 1 gün +4 °C’de beklet�ld�. Çöktürme 

�şlem� sonrası 10000 rpm’de 30 dak. santr�füj ed�l�p, süpernatant kısmı uzaklaştırıldı. 
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Elde ed�len pelletler ster�l saf suda çözüldü. Enz�m akt�v�te çalışması 3.2.1’de 

bel�rt�ld�ğ� şek�lde yapıldı. 

 

3.2.4.2. Diyaliz işlemi 

 

Bu �şlem �ç�n d�yal�z membranı %2 NaHCO3 ve %0,05 EDTA’lı solüsyon �ç�nde 

hazırlandı. D�yal�z membran bu karışımın �ç�nde 10 dak�ka kaynatıldı, ster�l saf suya 

aktarılarak 10 dak. daha kaynatıldı. Bu �şlem 2 kez tekrarlandı. D�yal�z membran 

�ç�nde amonyum sülfat çözünmes�nden elde ed�len örnek saf su �çer�s�nde manyet�k 

karıştırıcıda +4 °C’de 2 gün bırakıldı. Her gün �k� kere suyu değ�şt�r�lerek 2. gün 

sonunda enz�m akt�v�te çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� şek�lde yapıldı. 

 

3.2.4.3. Ultrafiltrasyon 

 

D�yal�z �şlem�nden sonra elde ed�len örnek 10000 Da’l�k ultraf�ltrasyon tüpüne  

aktarılıp ve 6000 rpm’de 5 dak. santr�füj ed�ld�. Elde ed�len alt ve üst sıvılar ayrı 

falcon tüpler�ne konularak enz�m akt�v�te çalışması 3.2.1’de bel�rt�ld�ğ� şek�lde 

yapıldı. 

 

3.2.4.4. SDS-PAGE ve zimogram analizi 

 

Kısm� saflaştırma �şlem�nden elde ed�len prote�nler %0,1 jelat�n �çeren %10’luk 

SDS-PAGE (Laemml� ve ark., 1970) �le bel�rlend�. Hazırlanan jele elde ed�len 

örneklerden yüklend�. Yürütme �şlem� 50 V’da başlatılmış daha sonra 100 V’da 

çıkarıldı. Yürütme �şlem�nden sonra jel �k� kısma ayrıldı. Marker �çeren kısım 

coomass�e br�ll�ant blue R-250 boyası �le yaklaşık 3 saat boyandı. Boyama �şlem� 

sonrası yıkama 1 solüsyonunda yaklaşık 2 saat beklet�ld�. Jel yıkama 2 solüsyonuna 

alınarak değerlend�r�ld�.  Jel�n d�ğer kısmı %2,5’l�k Tr�ton X-100’de 1 saat 

beklet�ld�kten sonra tampon �ç�nde oda sıcaklığında yaklaşık 12 saat beklet�ld�. 

İnkübasyon sonrası coomass�e br�ll�ant blue R-250 �le yaklaşık 3 saat boyama �şlem� 
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gerçekleşt�r�ld�. Daha sonra yıkama 1 solüsyonuna alınarak yaklaşık 3 saat beklet�ld�. 

Beyaz bantların görünmes� proteaz enz�m� �ç�n poz�t�f olarak değerlend�r�ld�. 
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BÖLÜM 4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

Bu tez çalışmasında Streptomyces sp. BSU-1 izolatından elde edilen proteazın 

karakterizasyonu yapıldı. 

 

4.1. T!roz!n Standart Eğr!s! 
 

Streptomyces sp. BSU-1 izolatının proteaz aktivitesi, kantitatif olarak spektroskopik 

yöntemlerle ölçüldü. Tirozin standart eğrisi Şekil 4.1’de verildi. 

 

 

Şekil 4.1. Tirozin standart eğrisi 

 

4.2. Enzimin Sıcaklık ve Sıcaklık Stabilitesi 

 

Proteaz sıcaklık aktivite ve sıcaklık stabilitesi belirlendi (Şekil 4.2). Optimum 

sıcaklığın belirlenmesi için; 50 mM Tris-HCl pH 8 tamponu ile hazırlanmış 
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%0,65’lık (w/v) kazein substratı farklı sıcaklıklarda inkübe edilerek proteaz aktivitesi 

yöntemine göre reaksiyon gerçekleştirildi. Elde edilen sonuçlar şekil 4.3’de verildi. 

Buna göre proteaz enziminin optimum aktivite gösterdiği sıcaklık 60 °C olarak 

ölçüldü.  Enzim aktivitesinin 70 °C üzerinde ciddi oranda azaldığı görüldü. 

 

 

Şekil 4.2. Enzim üzerine sıcaklığın etkisi 

 

 

Şekil 4.3. Enzimin sıcaklık aktivite grafiği 
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Proteaz sıcaklık stabilitesinin belirlenmesi için, aktivitenin yüksek olduğu 50, 60 ve 

70 °C sıcaklık değerleri kullanıldı ve farklı sürelerde inkübe edildi. Daha sonra 

optimum sıcaklık değerinde aktivite tayini yapıldı. Buna göre elde edilen değerler 

Şekil 4.4’de verildi. 

 

 

Şekil 4.4. Enzimin sıcaklık stabilite grafiği 

 

4.3. Enzimin Optimum pH ve pH Stabilitesi 

 

Proteazın en yüksek aktivite gösterdiği pH değeri 10 olarak ölçüldü. Proteaz enzimin 

pH profili Şekil 4.5’te verildi. 

0

20

40

60

80

100

120

0 15 30 45 60 120

K
al

an
 A

k
ti

v
it

e 
(%

) 

Dakika 

50 °C

60 °C

70 °C

Pozitif Kontrol



 

35 
 

 

Şekil 4.5. Enzimin optimum pH grafiği 

 

Enzimin pH stabilitesi Şekil 4.6’da verildi. Enzimin kararlılığını büyük oranda 

koruduğu görüldü. 

 

 

Şekil 4.6. Enzimin pH stabilite grafiği 
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4.4. Enzim Üzerine Metal İyonlarının Etkisi 

 

Çalışmada kullanılan ham enzime farklı metal iyonlarının etkisini belirlemek için 

yapılan çalışma sonucu elde edilen veriler Şekil 4.7’de verildi. Sonuçlara göre 5 mM 

Cu
+2 

ve Mn
+2

 iyonları enzim aktivitesini arttırırken 5 mM Hg+2 varlığında yaklaşık 

%50 aktivite kaybı gözlendi.  

 

 

Şekil 4.7. Enzim üzerine metal iyonlarının etkisi 

 

4.5. Enz!m Üzer!ne Organ!k Çözücüler!n Etk!s! 
 

Çalışmada kullanılan proteaz enzimine organik çözücülerin etkisini belirlemek için 

kullanılan çözücülerin etkisi ile ilgili veriler Şekil 4.8’de verildi. Sonuçlara göre 

DMSO varlığında enzim aktivitesinde diğer çözücülere göre yaklaşık %16 aktivite 

kaybı gözlemlendi. İzopropanol ve DMF varlığında enzim aktivitesi ortalama %96 

korundu. Diğer çözücülerde bir miktar artış oldu. 
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Şekil 4.8. Enzim üzerine organik çözücülerin etkisi 

 

4.6. Enz!m Üzer!ne Deterjan, Denatüran ve Oks!danların Etk!s! 
 

Enzim üzerine detarjanların etkisini belirlemek için yapılan deney sonuçları şekil 

4.9’da verildi. Sonuçlara göre Tween 80 ve Triton X-100 varlığında enzim 

aktivitesinde artış gözlenirken, SDS varlığında enzim aktivitesinde düşüş gözlendi. 

H2O2’de ise %1 konsantrasyonunda enzim aktivitesinin korunduğu gözlenirken, %5 

konsantrasyonunda enzim aktivitesinde az miktarda düşüş gözlendi. 0,5 ve 1 M‘lık 

üre ise az miktarda aktivite artışına sebep oldu (Şekil 4.9). 
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Şekil 4.9. Enzim üzerine deterjan, denatüran ve oksidanların etkisi 

 

4.7. Amonyum Sülfat İle Kısmi Saflaştırma 

 

İki nolu besiyerinde 2 gün boyunca aktive edilen kültürden %3 olacak şekilde 

inokülasyon yapıldı ve 30 °C’de 150 rpm’de 3 gün boyunca inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası kültür, 6000 rpm’de 20 dak. santrifüj edilerek hücreler 

uzaklaştırıldı ve kültür süpernatantı alındı. Ham enzimin aktivitesi 217,2 U/ml olarak 

hesaplandı. Alınan kültür süpernatantı içerisinde yer alan proteaz enzimi amonyum 

sülfat çöktürmesi ile kısmi olarak saflaştırıldı. Proteaz enziminin kısmi olarak 

saflaştırma işlemi amonyum sülfat yöntemi kullanılarak %40, 60 ve 80 

konsantrasyonlarında konsantre edilerek gerçekleştirildi. Elde edilen amonyum sülfat 

çöktürmelerinde proteaz enzim aktivitesi hesaplandı. Buna göre %60’lık amonyum 

sülfat doygunluğunda 470,8U/ml ve  %80’lik de 520,4U/ml aktivite bulundu. 

Amonyum sülfat ile çöktürmede %80 doygunlukta elde edilen örnek diyaliz 

membranı kullanılarak +4 °C’de 2 gün boyunce diyaliz edildi. Elde edilen diyaliz 

örneğinde proteaz enzim aktivitesi hesaplandı. Diyaliz örneğinin 246,5 U/ml aktivite 

bulundu. 
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Elde edilen diyaliz örneği ultrafiltrasyona tabii tutuldu. Elde edilen ultrafiltrasyon 

örneğinde proteaz enzim aktivitesi hesaplandı. Bu örneğ'n akt'v'tes' 228,1 U/ml 

olarak elde edildi. 

 

4.8. Enz!m!n SDS-PAGE ve Z!mogram Anal!z! 
 

Enziminin molekül ağırlığı SDS-PAGE ile görüntülendi. Zimogram analizi sonucu 

yaklaşık 48 kDa civarındaki tek bir bant belirgin olarak gözlemlendi. Enzimin SDS-

PAGE ve zimogram görüntüsü Şekil 4.10’da verildi. 

 

 

Şekil 4.10. BSU-1 'zolatından elde ed'len proteazın SDS-PAGE ve z'mogram anal'z'. A. SDS-PAGE 

anal'z' M: Markır, 1: Ham ekstrakt, 2: %80 doygunlukta amonyum sülfat, 3: D'yal'z, 4: 

Ultraf'ltrasyon. B. Z'mogram anal'z' 1: Ham ekstrakt, 2: %80 doygunlukta amonyum sülfat, 3: 

D'yal'z, 4: Ultraf'ltrasyon. 
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BÖLÜM 5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Bu çalışmada FEN-BAP-A-140316-52 no’lu proje kapsamında Ulva lactuca alg 

kompost örneklerinden izole edilen ve yüksek proteaz aktivitesi gösteren izolatlardan 

biri olan Streptomyces sp. BSU-1 izolatı kullanılmıştır. Streptomyces sp. BSU-1 

izolatının ürettiği enzimin karakterizasyonu için; sıcaklık ve pH değerlerinin 

saptanması,  sıcaklık stabilite ve pH stabilitelerinin belirlenmesi, çeşitli metal 

iyonları, organik çözücü, deterjan, denatüran ve oksidanların enzim aktivitesine 

etkisi araştırılmıştır.  

Çalışmada Streptomyces sp. BSU-1 izolatının üretmiş olduğu enzimin 

karakterizasyonu için önemli bir kriter olan sıcaklığın enzim aktivitesi üzerine etkisi 

araştırılmıştır. Bunun için 10-120 °C arasındaki sıcaklık değerleri kullanılmıştır. 

Genel olarak BSU-I proteazı 50-70 °C sıcaklık aralığında aktivite göstermiştir. 

Enzimin optimum sıcaklık aktivitesi 60 °C’de gerçekleşmiştir. Enzimin sıcaklık 

stabilitesi ham enzim solüsyonunun farklı sıcaklıklarda tutulması ve ardından 

aktivitenin ölçülmesiyle gerçekleştirilmiştir. Bunun için ham enzim 50, 60 ve 70 

°C’de farklı inkübasyon sürelerinde tutulmuştur, daha sonra kontrole karşı kalan 

aktiviteler değerlendirilmiştir. İzolatın 50-60 °C sıcaklıklarında 2 saat sonunda 

aktivitenin %70’in üzerinde korunduğu görülmüştür. İzolatın 70 °C’de 2 saat 

sonunda yaklaşık %60 aktivitesini kaybettiği görülmüştür. Literatürde de enzimlerin 

sıcaklıkla ilgili birçok çalışması bulunmaktadır.Yapılan bir çalışmada Streptomyces 

sp.’den izole edilen bir enzimin yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık aralığı 55-70 °C 

olarak ifade edilmiştir (De Azeredo ve ark., 2004). Başka bir çalışmada Streptomyces 

clavuligerus suş Mit-1 proteazın optimum sıcaklığını 70 °C olarak belirtmişlerdir. 

Streptomyces clavuligerus Mit-1 suşu proteazının 60 dakikada, 50 °C’de kararlı 

olduğu görülmüş fakat aynı sürede 60 °C’de %50 oranında aktivitesini kaybettiği 

görülmüştür (Thumar ve Singh, 2007). Sellami-Kamoun ve arkadaşlarının 2008 
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yılında Bacillus licheniformis NH1 proteazı ile ilgili yaptığı çalışmada aktif olarak 

çalıştığı sıcaklık değerini 50-75 °C ve optimum sıcaklığı ise 65-75 °C olarak rapor 

etmişlerdir. Yapılan başka bir çalışmada ise B. licheniformis NH2 suşunun 

proteazının en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklık değeri 60 °C olarak bildirmişlerdir 

(Nadeem ve ark., 2007). B. licheniformis RP1 alkalen proteazı ile yapılan başka bir 

çalışmada alkalen proteazın 1 saat 60 °C’de aktivitesinin sadece %45’ini 

koruyabildiği rapor edilmiştir (Sellami-Kamoun ve ark., 2008). Alkalen proteaz 

grubunun kullanımı genel olarak deterjan endüstrisinde olduğu için, bu enzimlerin 

yüksek oranda termostabiliteye sahip olması beklenmektedir (Rao ve ark., 1998). 

Enzimlerin yüksek sıcaklığa karşı kararlı olmalarında enzimlerin primer yapısının ve 

molekülü stabilize eden yapılarında bulunan polisakkarit ve divalent katyonların 

etkisi vardır (Gençkal, 2004). Suthindhiran ve arkadaşları, 2013 yılında 

Actinopolyspora spp. VITSDK2 suşu üzerinde yaptıkları sıcaklık stabilite 

çalışmasında 25-80 °C arasında enzimin stabil olduğunu, en yüksek ativitenin de 60 

°C’de olduğunu ifade etmişlerdir. İzmir körfezinden toplanan örneklerden elde edilen 

MA1-1 suşu üzerinde yapılan sıcaklık stabilite çalışmasında, optimum sıcaklığı 50 

°C ve en yüksek aktiviteyi gördükleri sıcaklık değerinin 35-50 °C aralığında 

olduğunu rapor etmişlerdir (Hameş-Kocabaş ve Uzel, 2007). Yapılan başka bir 

çalışmada S. fungidious’e ait sıcaklık stabilite değeri 60 °C olarak belirtilmiştir 

(Ramesh ve ark., 2009). Bengal körfezinden izole edilen aktinomisetlerden üretilen 

proteaz enzimi 45 °C’de yüksek aktivite göstermiştir (Manivasagan ve ark., 2010). 

Yapılan başka bir çalışmada Streptomyces spp. türüne ait sıcaklık çalışmasında 

proteaz enziminin 60 °C’de en yüksek aktivite gösterdiği bulunmuştur (Ramesh ve 

ark., 2009). Pul'cat körfez' ve 256 farklı den'z örneğ'nden 191 farklı den'z 

akt'nom'set' 'zole ed'lm'şt'r. İzole ed'len bu akt'nom'setlerden 180’n'n proteaz 

enz'm' ürett'ğ' görülmüştür. Yapılan DNA sekans anal'z'yle bazı türler'n S. 

fung�c�d�ous olduğu bel'rt'lm'şt'r. Enz'm üzer'ne yapılan sıcaklık çalışmasında 

opt'mum akt'v'te sıcaklığı 40 °C olarak 'fade etm'şlerd'r (Ramesh ve ark., 2009). 

H'nd'stan’ın Güneydoğu bölges'nden toplanan sed'ment örnekler'nden 28 

akt'nom'set 'zole ed'lm'şt'r. Den'zden 'zole ed'len Streptomyces sp. D1 'zolatının 

proteaz akt'v'te çalışmasında yapılan sıcaklık uygulamasında maks'mum akt'v'te 45 

°C’ de görülmüştür (Mane ve Kokare, 2013). 
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Enzim karakterizasyonu için gerçekleştirilen çalışmalardan biri, pH’nın enzim 

aktivitesine olan etkisinin belirlenmesidir. Bu çalışmada enzimin 8-12 alkali pH 

aralığında aktivite gösterdiği ve optimum enzim aktivitesinin pH 10’da olduğu 

görülmüştür. Alkalen proteazların tipik olarak aktif oldukları pH 7-11 arasıdır. Ticari 

olarak  endüstride kullanılan alkalen proteazlarının bu pH aralığında kullanıldığı 

bilinmektedir (Rawlings ve ark., 2007). Enzimin pH stabilitesi, ham enzim 

solüsyonunun farklı pH’larda (8-12) tutulması ve ardından aktivitenin ölçülmesiyle 

gerçekleştirilmiştir. Bunun için ham enzim oda sıcaklığında 1-2 saat ve +4 ºC’de 24 

saat tutulmuş, daha sonra kontrole karşı kalan aktiviteler değerlendirilmiştir. pH 

stabilite çalışması sonucunda enzimin geniş bir pH aralığında aktif olduğu 

belirlenmiştir. Enzimin pH 8-12 aralığında %80 üzerinde kararlılıkta stabilite 

göstermiştir. Endüstride özellikle deterjan alanında Bacillus suşlarının kullanımı 

fazladır. Bacillus licheniformis’den izole edilen proteaz enzimi ile ilgili yapılan 

karakterizasyon çalışmasında optimum pH 10 olarak belirtilmiştir (Öztürk, 2007). 

Bacillus suşlarından özellikle Bacillus stearothermophilus’in 9,5, B. firmus’un 8 ve 

Bacillus sp. (P-001A) suşunun ise 9,5 pH derecesinde maksimum aktiviteye sahip 

olduğu bildirilmiştir (Anwar ve Saleemuddin, 1998). Ticari olarak kullanılabilen 

proteazların pH aralığı 8-12’dir (Gupta ve ark., 2002). İzmir körfezinden toplanan 

deniz örneklerinden izole edilen aktinomisete ait MA1-1 suşundan izole edilen 

proteaz enzimi ile ilgili pH çalışmasında en yüksek aktivite pH 8-13 arasında, 

optimum pH 9 olarak rapor edilmiştir (Hameş-Kocabaş ve Uzel, 2007).  Yapılan 

başka bir çalışmada  Actinopolyspora spp. VITSDK2’ya ait optimum pH 10 olarak 

bildirilmiştir (Suthindhiran ve ark., 2013). Bengal körfezinden izole edilen 

aktinomisetten elde edilen proteaz enzimi için yapılan çalışmada pH 7 de yüksek 

aktivite olduğunu ifade etmişlerdir (Manivasagan ve ark., 2010). Denizden elde 

edilen aktinomisetlerden izole edilen proteaz enzimi için yapılan çalışmada 

Streptomyces sp. D1 izolatının proteaz enzim aktivitesine pH etkisi araştırılmıştır. pH 

stabilite değeri 8-10 arasında ve optimum pH 10 olarak ifade edilmiştir (Kokare ve 

ark., 2013). Streptomyces rose�sclerot�cus 'le yapılan çalışmada yüksek derecede 

proteaz akt'v'tes' gösterd'ğ' rapor ed'lm'şt'r. Maks'mum akt'v'ten'n sağlandığı pH 7 

olarak 'fade ed'lm'şt'r. Ayrıca enz'm akt'v'tes'ne etk's'n' araştımak 'ç'n sıcaklık ve 

d'ğer çalışmalarda yapılmıştır (Vonoth'n'  ve ark., 2008). Yapılan başka bir 
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çalışmada Thermoactinomycessp. 21E suşundan elde edilen alkalin proteazın pH 7,5-

12,5 aralığında stabil olduğu rapor edilmiştir (Petrova ve ark., 2006). Çeşitli 

alkalofilik bakterilerden elde edilen alkalen proteazların da pH 7-12 aralığında stabil 

olduğu bildirilmiştir (Kanekar ve ark., 2002). 

Çeşitli metal iyonlarının proteaz aktiviteleri üzerine olan etkisi araştırılmıştır. Mn2+
 

ve Cu
+2

 iyonları enzim aktivitesinde artış meydana getirmiştir. 5 mM 

konsantrasyonunda Hg
+2

 iyonları aktivitede yaklaşık %50 oranında azalmaya neden 

olmuştur. Yapılan diğer çalışmalarda da Hg
+2

 aktivitede düşüşe sebep olmuştur 

(Patke ve Dey, 1997; Thumar ve Singh, 2007). Mn
+2

 iyonlarının aktivitede artışa etki 

etmesi yapılan birçok çalışma ile benzerlik göstermektedir (Manachini ve ark., 1988; 

Ghorbel ve ark., 2003). 

Endüstride kullanılacak olan proteaz enziminin pH ve sıcaklık değerinin yanı sıra 

deterjanda kullanılacak olan ağartıcılar ve sürfaktanlar gibi ajanlar ile uyumlu olması 

gerekmektedir (Gupta ve ark., 1999; Kumar ve Takagi, 1999; Beg ve ark., 2002). Bu 

nedenle çalışmada çeşitli denatüranların, oksidan ve deterjanların da enzim aktivitesi 

üzerinde olan etkileri araştırılmıştır. Ham enzim çeşitli konsantrasyonlardaki SDS, 

üre, triton-X100, tween 20, tween 80 ve H2O2 mevcudiyetinde bekletildikten sonra 

kalan aktivite ölçülmüştür. SDS %0.5 ve %1(v/v)’lik konsantrasyonlarda önemli 

derecede inhibisyona neden olmuştur. Farklı mikroorganizmadan elde edilen 

proteazlarda da SDS ile yapılan inhibisyon görülmektedir (Hadj-Ali ve ark., 2007, 

Selami-Kamoun ve ark., 2008). Bacillus pumilus N14 izolatından elde edilen proteaz 

enziminin SDS varlığında %65 üre ile %88 oranında aktivite kaybı olduğunu rapor 

etmişlerdir (Gülmüş ve Görmez, 2018). Farklı konsantrasyonlardaki üre ile yapılan 

çalışmada, kalan aktiviteler ölçülmüş ve 0,5M üre varlığında enzim aktivitesini hafif 

bir şekilde artırdığı bulunmuştur. Geobacillus sp. YMTC 1049’den elde edilen 

termostabil proteaz enzimi 4-6 M üre varlığında aktivitede artış olduğu bildirilmiştir 

(Zhu ve ark., 2007). Bu çalışmada tween 80 varlığında enzim aktivitesini %23 

artırdığı bulunmuştur. Yapılan bir çalışmada Bacillus licheniformis RP1 alkalen 

proteazının %1 ve 5(v/v) tween 20 varlığında aktivitesinde değişiklik olmadığı, 

Bacillus licheniformis NH1 alkalen proteazı aynı konsantrasyonlarda tween 20 

varlığında aktivitenin  %98,5 ve %93’ünü koruyabildiği rapor edilmiştir (Hadj-Ali ve 
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ark., 2007). Enzimin triton X-100 varlığında kararlı olduğu aktiviteyi az miktarda 

arttığı bulunmuştur. Farklı çalışmalarda triton X-100 varlığında enzim aktivitesinin 

değişmediği görülmüştür (Hadj-Ali ve ark., 2007). H2O2 muamelerinde izolatın 

aktivitesi %1 oranında korunurken ve %5 oranında aktivitede hafif bir düşüş 

göstermesine rağmen, aktivite korunmuştur.  

Proteaz enzimi üzerine organik çözücülerin etkisi incelenmiştir. Organik 

çözücülerden DMSO varlığında çok az aktivite kaybı gözlenmiştir. Diğer 

çözücülerde aktivite kaybı hemen hemen hiç olmamıştır. B. pumilus MCAS8 

izolatından elde edilen proteaz enzimi organik çözücü ile muamele edildiğinde, % 

5’lik DMSO ve aseton da 60 dk. inkübasyon sonrasında, enzim başlangıç aktivitesini 

% 50 oranında koruduğu belirtilmiştir (Jayakumar ve ark., 2012). Yapılan başka bir 

çalışmada Bacillus sp.’ den izole edilen proteaz enzimiyle % 15 ve % 25‘lik 

konsantrasyonlaraki aseton ve DMSO varlığında 15 gün boyunca kararlı oldukları 

ifade edilmiştir. Fakat % 50 ‘lik konsantrasyondaki aseton ve DMSO’nun enzim 

aktivitesinde azalmaya neden olduğu belirtilmiştir. Enzimin organik çözücülerle 

uyumlu olması, deterjan endüstrisinde kullanılabilir olduğunu göstermektedir (Deepti 

ve ark., 2012). B. lehensis ‘den izole edilen proeaz enzimi % 5’lik metanol ile 

muamele edildiğinde aktivitenin kararlı olduğunu, % 10’luk etanol, metanol ve 

izopropanol de aktivite gösterdiğini belirtmişlerdir (Joshi ve Satyanarayana, 2013). 

B. halodurans CAS6 izolatı ile yapılan çalışmada izole edilen proteaz enzimi % 5’lik 

izopropanol ile dört saat sonunda 50 °C’de kararlı olduğunu ifade etmişlerdir 

(Annamalai ve ark., 2013).    

Proteaz enz'm'n'n kısm' saflaştırma 'şlemler' sırasıyla amonyum sülfat çöktürmes', 

d'yal'z ve ultraf'ltrasyon 'şlemler' 'le yapılmıştır. Güney H'nd'stan’da yapılan b'r 

çalışmada den'z tuzundan b'r akt'nom'set türü 'zole ed'lm'şt'r. Yapılan gen taraması 

'le Act�nopolyspora spp. VITSDK2 suşu olduğu tesp't ed'lm'şt'r. Bu suştan 'zole 

ed'len enz'm'n amonyum sülfat çöktürmes', DEAE ve selüloz kolon kromatograf' 

yöntem'yle kısmen saflaştırma 'şlem' yapılmıştır. Enz'm HPLC kullanılarak daha da 

saflaştırılarak SDS-PAGE 'le molekül ağırlığı 22 kDa olarak rapor ed'lm'şt'r 

(Suth'ndh'ran ve ark., 2013). Den'z ortamından elde ed'len Streptomyces sp. D1 

'zolatı 'zole ed'lerek karakter'ze ed'lm'şt'r. İzolattan elde ed'len proteaz enz'm' 
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amonyum sülfat çöktürmes', d'yal'z ve Sephadex-G100 jel kromatograf's' 

kullanılarak saflaştırma 'şlemler' yapılmıştır. Moleküler ağırlık SDS-PAGE 'le 

bel'rlenerek 28 kDa olarak rapor ed'lm'şt'r (Mane ve Kokare, 2013). Genel olarak, 

m'krob'yal proteazların moleküler kütleler', 15 'la 40 kDa arasında değ'şmekted'r 

(Gupta ve ark., 2002; İbrah'm ve ark., 2015). Bac�llus l�chen�form�s 'le 'lg'l' yapılan 

çalışmada 'zole ed'len proteaz enz'm'n'n molekül ağırlığı 40 kDa olarak 'fade 

ed'lm'şt'r (Gonçalves, 2017). Uttatree ve Charoenpan'ch 2016 yılında 32 kDa 

moleküler ağırlığa sah'p yen' b'r Bac�llus subt�l�s suşu tarafından üret'len b'r ser'n 

proteaz tanımlarken, 90 kDa'nın Bac�llus subt�l�snatto ve 98 kDa'nın 

Stenotrophomonas maltoph�l�a'sından alkal'n proteazlarda rapor etm'şlerd'r (İbrah'm 

ve ark., 2015). Bac�llus sp. S17110 'zolatından proteaz enz'm' 75 kDa molekül 

ağırlığına sah'p olduğu 'fade etm'şlerd'r (Jung ve ark., 2007). Bu çalışmada kısm' 

olarak saflaştırılmış proteazın z'mogram anal'z' sonucu tek b'r akt'v'te bantı elde 

ed'lm'şt'r. SDS-PAGE anal'z'nde bu akt'v'te bantı yaklaşık 48 kDa karşılık 

gelmekted'r. Proteazın doğal haldek' moleküler ağırlığının monomer'k veya 

mult'mer'k yapıda b'r prote'n olup olmadığının tesp't ed'leb'lmes' 'ç'n jel f'ltrasyonu 

g'b' 'lave saflaştırma yöntemler'ne 'ht'yaç duyulmaktadır. 

Sonuç olarak yapılan çalışmada Streptomyces sp. BSU-1 'zolatından elde ed'len 

proteaz enz'm'n'n 60 °C’de, pH 10’da yüksek akt'v'te gösterd'ğ' bulunmuştur. 

Enzimin 50-60 °C sıcaklıklarında 2 saat sonunda aktivitesini %70 üzerinde 

koruduğu, 70 °C’de 2 saat sonunda yaklaşık %60 aktivitesini kaybettiği 

görülmektedir. Enzim pH 8-12 aralığında %80 üzerinde kararlılıkta stabilite 

göstermiştir. Na+1, Ca+2, Zn+2 ve Mg+2 metal 'yonlarının akt'v'tey' koruduğu, Mn+2 

ve Cu+2 'yonlarının akt'v'tey' artırdığı, Hg+2 metal 'yonu 'se %50 akt'v'te kaybına 

neden olmuştur. Organ'k çözücülerden DMSO varlığında enzim aktivitesinde diğer 

çözücülere göre yaklaşık %16 aktivite kaybı gözlemlendi. İzopropanol ve DMF 

varlığında enzim aktivitesi ortalama %96 korunmuştur. Diğer çözücülerde bir miktar 

artış olmuştur. Tween 80 ve Triton X-100 varlığında enzim aktivitesinde artış 

gözlenirken, SDS varlığında enzim aktivitesinde düşüş gözlenmiştir. H2O2’de ise %1 

konsantrasyonunda enzim aktivitesi korunurken, %5 konsantrasyonunda enzim 

aktivitesinde az miktarda düşüş gözlenmiştir. Amonyum sülfat çöktürmesinde 

%80’likte 520,4U/ml ile en yüksek aktivite bulunmuştur. Diyaliz örneğinde aktivite 
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246,5 U/ml, ultrafiltrasyon da 228,1 U/ml bulunmuştur. Yapılan zimogram analizi 

sonucu molekül ağırlığı yaklaşık 48 kDa karşılık gelen tek bir aktivite bant tespit 

edilmiştir. 
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