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ÖZ 
 
Aktinobakteriler ekstrem şartlarda gelişme, büyük miktarlarda enzim üretme potansiyeli, biyokimyasal çeşitlik ve 
genetik manipülasyonlara uygunluk özellikleriyle alternatif enzim kaynakları arasında önemli bir konumdadır. 
Çalışmada, endüstriyel alanda kullanımı fazla olan transglutaminaz, β-galaktozidaz ve levansukraz enzimleri için 
uygun bir üretici Aktinobakteri cinsi mikroorganizmanın seçilmesi hedeflenmiştir. Bu amaçla ekstrem koşullara sahip 
habitatlardan farklı araştırmacılar tarafından izole edilmiş 46 aktinobakteri izolatının hedeflenen enzimleri üretim 
yetenekleri araştırılmıştır. Aktinobakteri izolatlarının ilgili enzimler açısından üretici olup olmadıkları, önce veri 
tabanlarında kayıtlı olan genom dizilerinin “Rapid Annotation using Subsystem Technology Version 2.0” kullanılarak 
taranmış, devamında ilgili gene sahip olanların transglutaminaz için Hidroksimat Yöntemi (Kağıt Disk Yöntemiyle), β-
galaktozidaz için ONPG yöntemi, levansukraz için ise mukoid yapı oluşturma fenotipinin belirlenmesi şeklinde enzim 
üretme yetenekleri belirlenmiştir. Biyoinformatik taramada tüm izolatların “transglutaminaz benzeri enzim” kodlayan 
gen bölgesi içerdiği, kalitatif tarama sonucunda farklı türe sahip ve besiyerinde daha hızlı gelişim gösteren 9 adet 
bakteri izolatının potansiyel olduğu belirlenmiştir. Levansukraz enzim genine ise sadece Micromonospora sp. KC721 
ve Micromonospora sp. KC213 izolatlarının sahip olduğu ancak hiçbir izolat ne katı ne de sıvı besiyerinde aktivite 
göstermemiştir. ß-Galaktozidaz enzim üretim geni varlığı 38 izolatta saptanmıştır. Enzim üretim genine sahip 
izolatlara uygulanan kalitatif test sonucunda, daha yoğun renk oluşturan, farklı türe sahip olan ve besiyerinde 
diğerlerine göre hızlı gelişim gösteren 17 izolat potansiyel β-galaktozidaz üreticisi olarak seçilmiş ve farklı 
biyoteknolojik uygulamalar için endüstriyel ölçekli enzim üretiminde kullanım potansiyeline sahip aktinobakter izolatları 
olarak belirlenmiştir. 
 
Anahtar Kelimeler: Enzim üretim yeteneği, Transglutaminaz, Levansukraz, ß-Galaktozidaz, Aktinobakteri 
 
 

Production Capabilities of Transglutaminase, Levansucrase and Beta Galactosidase of 
Actinobacteria Isolates 

 
ABSTRACT 
 
Actinobacteria occupy an important position among alternative enzyme sources with their ability to growth in extreme 
conditions, their potential to produce large amounts of enzymes, biochemical diversity and compatibility with genetic 
manipulations. In this study, the selection of suitable producer microorganisms for transglutaminase, ß-galactosidase 
and levansucrase enzymes was aimed, and the enzyme production capabilities of 46 actinobacterial isolates were 
determined. The ability of these actinobacterial isolates to produce related enzymes was determined by scanning the 
genome sequences deposited in “GenBank using Rapid Annotation using Subsystem Technology Version 2.0”. 
Subsequently, the enzyme production capabilities of these isolates with relevant gene were determined by 
Hydroximate Method for transglutaminase (with the Paper Disc Method), the ONPG method for ß- galactosidase and 
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the mucoid structure formation phenotype for levansucrase. By bioinformatics scanning, it was determined that all 
isolates contained a “transglutaminase-like enzyme” gene region and by qualitative screening, 9 isolates with different 
species and that can grow rapidly in medium were identified as potential isolates. A levansucrase-production gene 
was determined in only 2 isolates (Micromonospora sp. KC 721 and Micromonospora sp. KC213) but none of these 
showed activity in agar and broth medium. The presence of ß-galactosidase enzyme production gene was detected in 
38 isolates. As a result of the qualitative test, 17 isolates with more intense color, different species and that can grow 
rapidly in medium were selected as potential ß-galactosidase-producers and determined as actinobacterial isolates 
with a potential to be used in industrial scale enzyme production for different biotechnological applications. 
 
Keywords: Enzyme production capability, Transglutaminase, Levansucrase, ß-Galactosidase, Actinobacteria 
 

 
GİRİŞ 
 
Endüstriyel enzimlerin üretiminde proses girdi 
maliyetlerinin düşürülmesi ve elde edilecek enzimin 
proses koşullarında yüksek aktivite göstermesi en önde 
gelen taleplerdendir. Bu nedenle günümüzde enzim 
üretimi üzerine yapılan araştırmaların önemli bir kısmı, 
uygun bir üretici mikroorganizmanın 
seçilmesi/oluşturulması, ucuz ve kolay hazırlanabilen 
üretim ortamının tasarlanması üzerine 
gerçekleştirilmektedir. Bu hedefe ulaşabilmek için 
metabolit üretim yeteneklerini şekillendirebilen farklı ve 
ekstrem şartlara sahip alışılagelmiş alanlar dışındaki 
habitatlardan izole edilen mikroorganizmaların, 
endüstriyel enzimlerinin varlığının belirlenmesi için 
taranması önem taşıyan ve başarı şansını artıran bir 
yaklaşımdır. Bu kapsamda ekstrem şartlarda gelişme, 
büyük miktarlarda enzim üretme potansiyeli, 
biyokimyasal çeşitlik ve genetik manipülasyonlara 
uygunluk gösteren aktinobakteriler alternatif enzim 
kaynakları olarak önem taşımaktadırlar [1, 2].  
 
Aktinobakteriler, nüfusun hızla arttığı ve pek çok doğal 
kaynağın tükenme tehlikesi altında olduğu günümüz 
dünyasında; endüstrinin önümüzdeki yıllarda 
karşılaşacağı zorlukların üstesinden gelmeye yardımcı 
olacak potansiyele sahiptir [3]. Bu sınıf su ve karasal 
ekosistemlerde yaygın bulunan, yüksek G+C içeriğine 
sahip Gram pozitif bakterileri kapsamaktadır [4]. Ayrıca, 
ölü bitki, hayvan ve mantar gibi materyallerin 
parçalanmasından sorumlu olan ekstraselülar hidrolitik 
enzimleri üretme yeteneklerinden dolayı ekstrem 
alanlarda yaşama kabiliyetine sahiptirler [5] ve enzim 
üretimi için dikkat çekicidirler. Mikroorganizmalardan 
tanımlaması yapılan 23.000‘in üzerindeki sekonder 
metabolitten %42’sinin Aktinobakterilerce üretildiği [6]; 
bu grup üyelerinden Streptomyces cinsinin bilinen 
12.400 biyoaktif bileşik (11.000 antibiyotik) üretme 
yeteneği ile büyük biyoteknolojik potansiyele sahip 
olduğu; diğer Aktinobakterilerin ise 3600 biyoaktif bileşik 
ürettiği [7] bildirilmektedir. Aktinobakterilerin ürettiği 
metabolitler içerisinde büyük endüstriyel öneme sahip 
lipaz, proteaz, amilaz, pektinaz, selülaz gibi enzimler de 
bulunmaktadır [9]. 
 
Çalışmada üretici kaynak mikroorganizma belirlenmesi 
için tarama yapılan ve özellikle gıda endüstrisinde 
önemli kullanım alanına sahip olan transglutaminaz, β-
galaktozidaz ve levansukraz enzimlerinden 
transglutaminazlar (EC. 2.3.2.13), proteine bağlı serbest 
amino grupları veya peptidlere bağlı lizin grupları (açil 

aseptörleri, alıcıları) ile protenin -karboksiamide 

grupları veya peptidlere bağlı glutamin grupları (açil 
donörleri) arasındaki kovalent bağ oluşumunu kataliz 
eden enzim ailesidir [9]. Gıda endüstrisinde çeşitli bağ 
oluşumları ve çapraz bağlanmalar aracılığıyla 
parçalama, dondurma, pişirme gibi farklı gıda 
proseslerinde devamlılığını koruyabilen büyük partiküller 
oluşturmada [10], böylece üründe istenilen tekstür, 
çözünürlük, viskozite, jelleşme ve su tutma kapasitesinin 
eldesinde [11-16] önem taşımaktadır. Gıda 
endüstrisinde süt ve süt ürünleri, et ve et ürünleri, 
bitkisel proteinler, fırıncılık ürünleri gibi geniş bir 
kullanım potansiyeline sahip olan transglutaminaz 
enzimlerinin farklı pH değerlerinde çalışabilmesi ve 
yüksek sıcaklık uygulamalarında stabil kalabilmeleri 
seçimlerinde önem taşıyan faktörlerdendir. 
 
Levansukraz (EC. 2.4.1.10), sakkaroz molekülünü 
parçalayıp açığa çıkan fruktoz gruplarının başka bir 
sakkaroza eklenmesini katalizleyen ve bu yolla fruktan 
polimer oluşumunu sağlayan enzimdir [17]. Fruktozil 
alıcı moleküle bağlı olarak; polimerizasyon, 
transfruktosilazyon ve hidroliz dahil olmak üzere 3 farklı 
reaksiyon gerçekleştirmekte; sahip olduğu fizyolojik 
etkiler dolayısıyla gıda ve ilaç endüstrilerinde kullanım 
potansiyelini gittikçe artan levan ve levan tipi 
fruktooligosakkarit sentezinde anahtar biyokatalizör 
olarak rol oynamaktadır [17]. Levan, jelleştirici ajan, 
emülgatör, stabilizatör, kıvam artırıcı ve yağ ikamesi 
olarak kullanılabilme potansiyeline sahip iken [18, 19]; 
fruktooligosakkaritler reçeller, şekerlemeler ve 
çikolatalarda düşük kalorili fonksiyonel tatlandırıcı olarak 
[20] kullanılabilmektedir. Bu uygulamalarda düşük pH ve 
yüksek sıcaklık dayanımları kullanım alanlarını 
genişletebilecek ve daha esnek üretim planlaması 
yapılmasına imkan verecektir. 
 
Laktaz olarak da bilinen β-galaktosidaz enzimi de (EC. 
3.2.1.23), laktozun glikoz ve galaktoz birimlerine 
hidrolizinden sorumludur [21]. Beslenme, gıda prosesleri 
ve çeşitli çevresel uygulamalarda geniş kullanım alanına 
sahip, endüstriyel açıdan önemli enzimlerdendir [22]. 
Süt ürünlerinin lezzetini, çözünürlüğünü ve sindirimini 
iyileştirmek; laktoz intolerant bireyler için laktozsuz ürün 
üretmek ve konsantre ürün proseslerinde kristallenme 
sorununu çözmek amacıyla kullanılmaktadır [23-30]. 
Kullanılacak enzimlerin geniş pH aralığında çalışıp (pH 
4.0-8.5); yüksek sıcaklıklarda aktivitelerini 
kaybetmemesi tercih edilen özelliklerdendir.  
 
Günümüzde farklı alanlarda kullanmak üzere ticari 
değeri olan özellikle sert çevresel koşullara dayanıklı 
enzimlerin yerli kaynaklardan daha verimli olarak 
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üretilebilmesine önem verilmektedir. Gece-gündüz 
sıcaklık farkı, örneklem alanında hissedilen sıcaklık, pH, 
basınç ve tuzluluk değerleri gibi çevresel şartlar hem 
ortamın mikrobiyotasını, hem de bu ortamlara uyum 
sağlamış mikroorganizmaların metabolit üretim 
yetenekleri ile metabolitlerinin özelliklerini 
şekillendirebilmektedir. Bu yaklaşımdan hareketle 
çalışmada, karasal ve kurak bir iklime sahip, zemin 
yüzeyinde 80°C’ye varan sıcaklığın hissedildiği, düşük 
organik madde içeriğine sahip Türkmenistan’daki 
Karakum Çölü’nden; yüksek tuz içeriğine sahip 
Çorum’daki Boncuk Tuzlası’ndan ve az organik maddeli 
kireçli topraklara sahip Haçıbektaş’tan alınan toprak 
örneklerinden izole edilmiş aktinobakterilerle, Bolu 
Yeniçağa Gölü (1 metre derinlikten alınan sediment 
örnekleri),  Düzce fındık bahçesi ve KKTC Zafer Burnu 
gibi daha önce çalışılmamış farklı bölgelerin toprak 
örneklerinden izole edilmiş aktinobakteriler kullanılmıştır. 
Bu izolatlardan elde edilecek yüksek sıcaklık değerlerine 
dayanıklı enzimlerin pastörizasyon işleminde ürünlere 
ısıl işlem öncesi eklenebilmesi; asidik pH değerleri ve 
yüksek tuz konsantrasyonlarında aktivite gösteren 
enzimlerin bu şartlarda üretimi gerektiren ve/veya 
ekonomik hale getiren endüstriyel uygulamalarda 
kullanılabilecek olması gibi avantajlarının olacağı 
düşünülmektedir. 
 
MATERYAL ve METOT 
 

Materyal 
 
Mikrobiyal transglutaminaz, levansukraz ve beta 
galaktozidaz enzim üretim yeteneğinin varlığını test 
etmek amacıyla Ondokuz Mayıs Üniversitesi Moleküler 
Biyoloji ve Genetik Bölümü’nde depolanan farklı ekolojik 
özelliklere sahip ortamlardan izole edilmiş ve draft 
genom dizisi belirlenerek tanımlanmış toplam 46 adet 
bakteri temin edilmiştir. Temin edilen bakteriler, izole 
eden araştırmacı ve izolasyon kaynağı Tablo 1’de yer 
almaktadır. 
 
Metot 
 

Transglutaminaz, Levansukraz ve -Galaktozidaz 
Üretim Potansiyeline Sahip İzolatların 
Biyoinformatik Tarama ile Belirlenmesi 
 
Biyoinformatik taramada, farklı ekolojik özelliklere sahip 
ortamlardan izole edilen bakteri izolatlarının draft genom 
dizileri (kontigler) ile GenBank veritabanına daha önce 
sunulmuş olan aktinobakteriyel kökenli transglutaminaz 

(EC. 2.3.2.13), levansukraz (EC. 2.4.1.10) ve -
galaktozidazların (3.2.1.13) amino asit dizileri kendi 
içinde çakıştırılarak korunmuş bölgeler tespit edilmiş ve 
örtüşme biçimleri ortaya konulmuştur. İzolatların 

transglutaminaz, levansukraz ve -galaktozidaz 
enzimleri üretim genlerine sahip olup olmadıklarının 
belirlenmesinde biyoinformatik araç olarak Rapid 
Annotation Using Subsystem Technology (RAST) 
version 2.0 kullanılmıştır [31, 32]. Sistemde araştırmacı 
tarafından draft genom dizileri yüklenen her bir 
bakterinin tek tek ilgili genleri üretim yetenekleri 

taranmış ve pozitif sonuç veren izolatlar kalitatif testler 
de kullanılmak üzere seçilmiştir.  
 

Enzim Üretim Potansiyeline Sahip Bakterilerin 
Aktifleştirilmesi, Saflık Kontrolleri ve Muhafazası 
 
Biyoinformatik araçlar kullanılarak yapılan taramada ilgili 
gene sahip olanlarla; bunların yakın akrabası olan ve 
parçalı genom verilerinin kullanılması nedeniyle 
enzimleri kodlayan gen bölgelerinin tamamını aynı 
genom parçasında içermeyebileceği için negatif sonuç 
verebilecek olan farklı habitatlardan izole edilmiş bazı 
izolatlar da ileriki çalışmalarda kullanılmak için 
seçilmiştir. Enzim üretim potansiyeli bulunan bu 
bakteriler Pepton ilaveli Glucose Yeast-Malt Extract 
Broth (GYMEPB: 10 g/L glukoz, 3 g/L maya özütü, 3 g/L 
malt özütü, 2.5 g/L pepton, pH 7.0±0.2) besiyerinde 
aktifleştirilmiş, Pepton ilaveli Glikoz Yeast-Malt Extract 
Agar (GYMEPA: 4 g/L maya özütü, 10 g/L malt özütü, 
2.5 g/L pepton, 4 g/L glukoz, 20 g/L agar, pH 7.0±0.2) 
besiyerinde saflık kontrolleri yapılmış ve ilerleyen 
çalışmalarda kullanılmak üzere aynı katı besiyerinde 
+4°C’de; uzun süreli olarak da -80oC’de muhafaza 
edilmiştir [33].  
 
Bakterilerin Enzim Üretim Yeteneklerinin Kalitatif 
Belirlenmesi 
 

Seçilen izolatların transglutaminaz, levansukraz ve -
galaktozidaz üretme yetenekleri aşağıda verilen 
yöntemler uygulanarak belirlenmiştir. 
 
Transglutaminaz Enzimi Üretiminin Belirlenmesi 
 
Transglutaminaz üretim genine sahip bakteriler Nutrient 
Agar (Merck, 105450) içeren 2 petriye nokta ekimle 
aşılanmış ve 28-30°C’de 48-72 saat inkübasyondan 
sonra petri kaplarında gelişen her bir koloninin üstüne 
filtre kağıdı diskleri (disklerin çapı; 0.56±0.01 cm ve su 
tutma kapasiteleri 9.45±0.15 µL) yerleştirilmiştir. Petri 
kaplarından birindeki her bir disk üzerine 30 µL substrat 
karışımı (37.5 mM Z-Gln-Gly, 125 mM hidroksilamin ve 
12.5 mM glutatyon; 200 mM sitrat tamponunda 
çözdürülmüştür, pH 6.0) diğerindeki her bir disk üzerine 
30 µL saf su eklenerek (kontrol) 28°C’de 3 saat 
inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonunda filtre 
kağıtları üzerine 10 µL sonlandırma çözeltisi (%5 
FeCl3.6H2O içeren %15’lik TCA) eklenip 28°C’de 1 saat 
bekletildikten sonra her bir izolatın 2 farklı petrideki renk 
yoğunlukları karşılaştırılmış ve kontrol örneğine göre 
yoğun kahverengi renk oluşturan izolatlar üretici olarak 
seçilmiştir [32]. Yöntem, enzimin spesifik bir substratı 
olan Z-Gn-Gly (Sigma-Aldrich, C6154) ile hidroksilamin 
(Sigma-Aldrich, 438227) arasındaki reaksiyon sonucu 
oluşan hidroksimatın ferrik kompleksi ile koyu 
bordo/kahverengi renk oluşturması esasına 
dayanmaktadır [35]. 
 
Levansukraz Enzimi Üretiminin Belirlenmesi 
 
Levansukraz üretimi, Modifiye Sukroz Agar’da (MSA: 
%2.5 sukroz, %1 tripton, %1 maya ekstraktı, %0.5 NaCl, 
%0.025 K2HPO4, %3 agar ve pH 7.0±0.2) geliştirilen 
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kolonilerin mukoid yapı oluşturma fenotipi test edilerek 
belirlenmiştir. Bu amaçla bakteri izolatları, MSA 
besiyerine tek koloni düşürecek şekilde ekilmiş ve 
petriler 35°C’de 24–48 saat inkübasyona bırakılmıştır. 
Mukoid (yapışkan) yapılı koloniler levansukraz pozitif 
olarak seçilmiştir [36]. Levansukraz üreticisi izolatların 
sukroz molekülünden mukoid yapıya sahip levan 
polisakkariti üretme yeteneğine sahip olduğu 
bildirilmektedir [37]. 
 
Katı besiyerinde mukoid yapı oluşturmayan izolatların 
üretim yeteneklerinin varlığı dinitrosalisilik asit (DNS) 
metodu kullanılarak da taranmıştır. Bu amaçla GYMEPA 
besiyerinde 30°C’de 7 gün inkübe edilerek geliştirilen 
kolonilerden öze ucu ile alınarak GYMEPB besiyerine 
ekim yapılıp 30°C’de 180 rpm çalkalamalı koşullar 
altında 3 gün inkübe edilmiş ve kültürden taze olarak 
hazırlanan fermentasyon ortamına (50 g/L sukroz, 7 g/L 
maya özütü, 1.6 g/L amonyum sülfat, 2.5 g/L KH2PO4 ve 
1 g/L MgSO4. 7H2O) %5 oranında aşılama yapılmıştır 
[38, 39]. Aşılanmış besiyerleri 28-30°C’de 180 rpm 
çalkalamalı koşullarda bulanıklık gözlenene kadar 
inkübasyona bırakılmış; takiben 10000 g kuvvetinde 
4°C’de 10 dakika santrifüjlenmiş ve elde edilen 
süpernatanta levansukraz enzim varlığı DNS metodu 
[40] kullanılarak belirlenmiştir. Bunun için Tris-HCl 
tamponu (200 mM, pH 8.0) ile hazırlanmış 0.5 M sukroz 
çözeltisi ile 500 µL enzim çözeltisi karıştırılıp 30°C’de 10 
dakika tutulmuştur. Karışımın 200 µL’si ve 400 µL DNS 
çözeltisi test tüpüne aktarılarak kaynayan su içerisinde 5 
dakika bekletilmiş ve tüp içerisindeki karışım hızla 
soğutulduktan sonra 1 mL distile su ilave edilmiş ve 
karışımın 540 nm’deki absorbansı spektrofotometrik 
olarak belirlenmiştir. Elde edilen sonuç saf su ve glukoz 
içeren standart çözelti ile karşılaştırılarak levansukraz 
aktivitesi varlığı saptanmıştır.  

-Galaktozidaz Enzimi Üretiminin Belirlenmesi 
 
Enzim üretim genine sahip bakterilerin; ilgili geni ifade 
etme durumları 2-nitrofenil β-D-galaktropiranosid 
(ONPG) testi uygulanarak taranmıştır.  Bu amaçla ilk 
olarak bakteriler modifiye edilmiş GYM Agar (4 g/L 
maya, 10 g/L malt, 2 g/L CaCO3, 4 g/L laktoz, 20 g/L 
agar ve pH 7.2) besiyerinde geliştirilmiştir. Gelişen 
kültürlerden bir öze alınıp; 0.25 mL fizyolojik tuzlu su ile 
süspanse edildikten sonra üzerine 0.25 mL ONPG 
besiyeri (30 mL A çözeltisi (50 mL distile su + 5 g tripton 
+ 2.5 g NaCl, pH 7.5) + 10 mL B çözeltisi (10 mL 0.01 M 
Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7.5) + 0.06 g ONPG) ilave 
edilmiştir. Takiben 28°C sıcaklıkta 3 saat 30 dakika 
inkübasyona bırakılmış ve süre sonunda tüplerde sarı 
rengin meydana gelmesi pozitif, renk değişikliğinin 
olmaması negatif olarak değerlendirilmiştir [41]. 

Yöntemin prensibi; -galaktozidaz enziminin renksiz bir 
bileşik olan ONPG (Sigma-Aldrich N1127) ’yi hidroliz 
ederek galaktoz ve sarı renkli orto-Nitrofenol (ONP) 
bileşenlerine parçalamasıdır [42].  
 
BULGULAR ve TARTIŞMA 
 

Transglutaminaz, Levansukraz ve -Galaktozidaz 
Üretim Genlerine Sahip İzolatların Belirlenmesi  
 
Farklı bölgelerden izole edilen ve tüm genom dizi 
analizleri gerçekleştirilerek değişken sayıda parçadan 
oluşan genom verileri tanımlanan 46 toprak bakterisinin 

transglutaminaz, levansukraz ve -galaktozidaz 
enzimleri üretim genlerine sahip olup olmadıkları 
biyoinformatik araçlar kullanılarak belirlenmiş (Şekil 1) 
ve taranan mikroorganizmalar ile tarama sonuçları Tablo 
1’de özetlenmiştir.  

 

 
Şekil 1. Jiangella sp. 8K307 izolatının RAST Sisteminde -galaktozidaz enzimi üretim geni varlığı analizine ait 

ekran görüntüsü (Kırmızı ile belirtilen bölge -galaktozidaz enzimi üretim geni varlığına işaret etmektedir) 

Figure 1. Screenshot of Jiangella 8K307 isolate for the presence of a -galactosidase production gene in 

RAST System (The red region indicates the presence of a -galactosidase production gene) 
 
Taranan 46 bakteriden hepsinin bu enzimlerden en az 
birini kodlayan gen bölgesine sahip olduğu; 
transglutaminaz geninin tüm bakterilerde, levansukraz 
geninin 2 bakteride (Micromonospora sp. KC721, 

Micromonospora sp. KC213), -galaktozidaz geninin de 
38 bakteride bulunduğu saptanmıştır. Elde edilen 

sonuçlar enzim üretim kaynağı olabilecek bakterilere 
işaret etmiş ve ilgili genlere sahip bakterilerin enzim 
üretim genlerinin ekspresyonunu ortaya koymak, 
endüstriyel üretim çalışmalarında denenmek üzere 
önermek için enzim üretimleri kalitatif yöntemlerle 
belirlenmiştir. 
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Tablo 1. Enzim üretim yetenekleri taranan mikroorganizmalar ve tarama sonuçları 
Table 1. Microorganisms screened for enzyme production capabilities  

 

 
*: S.: Streptomyces; N.: Nocardioides; R.: Rhodococcus; No.: Nonomuraea; Sh.: Shimazuella; M.: Microbacterium; A.: Actinomadura; 
Sa.: Saccharopolyspora; J.: Jiangella; K.: Kribbella; Mi.: Micromonospora; Sp.: Spongiactinospora; P.: Plantactinospora; Ps.:  

Pseudonocardia; Ac.: Actinocorallia. **: Tr.: Transglutaminaz; Le.: Levansukraz; -Ga.: -Galaktozidaz; +: Enzim Üretim Geni Taşıyor;     
-: Enzim Üretim Geni Taşımıyor 

 

Bakterilerin Enzim Üretim Yeteneklerinin 
Belirlenmesi 
 

Transglutaminaz Enzimi Üretiminin Belirlenmesi 
 

Transglutaminaz enzim üretim genine sahip bakterilerin 
ilgili geni ifade etme durumlarını ortaya koymak için 
gerçekleştirilen Filtre Kağıt Disk yöntemi sonucunda; 
bakterilerin çoğunda kontrol grubuna kıyasla kahverengi 
renk yoğunluğu fazla bulunmuştur. Analiz sonrası 
bakteriler arasında renk yoğunluğu daha belirgin şekilde 
gözlenen, farklı türe sahip olan ve besiyerinde daha hızlı 
gelişim gösteren 9 adet bakteri potansiyel izolat olarak 
belirlenmiş, seçilen izolatların ekim yapılan petri 
kaplarının üstten ve alttan görünümlerine ait fotoğraflar 
Şekil 2’de verilmiştir.  Seçilen bu izolatların RAST ile 
gerçekleştirilen biyoinformatik taramasında 
“Transglutaminase like enzymes- transglutaminaz 
benzeri enzim” kodlayan gen bölgesi varlığına sahip 
oldukları tespit edilmiştir. Literatürde de benzer şekilde 

aktinobakterilerin enzim üretim genlerine veya 
yeteneklerine sahip oldukları gösterilmiştir. Örneğin; 
Giordano ve ark. [43] tarafından Streptomyces 
mobaraensis, Streptomyces auratus, Streptomyces 
fradie, Streptomyces decoyicus, Streptomyces 
paucisporogenes, Streptomyces hygroscopicus, 
Streptomyces sp. H021, Streptomyces sp. XY332 gibi 
bakterilerde bu gen bölgesinin varlığı belirlenmiştir. 
Transglutaminaz üretiminin varlığı da Guan ve ark. [44] 
tarafından Streptoverticillium mobaraense, 
Streptoverticillium cinnamoneum, Actinomadura sp., 
Streptoverticillium ladakanum, Bacillus circulans, 
Streptomyces sp. ve Streptomyces hygroscopicus’da; 
Ho ve ark. [45] tarafından Streptoverticulum 
ladakanum’da; Kim ve ark. [46] tarafından Actinomadura 
sp. T-2’de; Yeo ve ark. [47] tarafından Streptomyces 
platensis YK-2’de; Jin ve ark. [48] ile Zhang ve ark. [49] 
tarafından da Streptomyces mobareensis’te 
gösterilmiştir. 
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Petri Kutusu Üstten Görünüm         Petri Kutusu Alttan Görünüm 

Örnek  Kontrol  Kontrol  Örnek 

 
Streptomyces sp. 16K401 

 

 
Streptomyces sp 16K401 

Pseudonocardia sp. 5K418 

 

 
Pseudonocardia sp. 5K418 

 
Streptomyces sp 6K502 

 

 
Streptomyces sp 6K502 

 
Nonomuraea sp. 7K523 

 

 
Nonomuraea sp. 7K523 

 
Streptomyces sp. 13K105 

 

 
Streptomyces sp. 13K105 

 
Jiangella ureilytica KC603 

 

 
Jiangella ureilytica KC603 

 
Kribbella turkmenica 16K104 

 

 
Kribbella turkmenica 16K104 

 
Actinocorallia sp. 5K550 

 

 
Actinocorallia sp. 5K550 

 
Actinomadura sp 7K534 

 

 

 
Actinomadura sp 7K534 

Şekil 2. Transglutaminaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesine ait ekim yapılan petri 
kaplarındaki kolonilerin üstten ve alttan görünümleri 
Figure 2. Top and bottom views of the colonies in the inoculated petri dishes for the 
qualitative determination of transglutaminase activity 
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β-Galaktozidaz Enzimi Üretiminin Belirlenmesi 
 
β-Galaktozidaz enzim üretim genine sahip bakterilerin 
ONPG testi uygulanarak belirlenen üretim yetenekleri 
testi sonucu, daha yoğun sarı renk oluşturan, farklı türe 
sahip olan ve besiyerinde daha hızlı gelişim gösteren 17 
izolat (5K548, 3K401, 5K138, KC603, 8K307, 6K102, 
15K316, 8K301, KC213, KC13, KC728, 13K301, 
KC333, 10K307, 6K502, KC721, KC606), potansiyel β-
galaktozidaz üreticisi olarak seçilmiştir. Kalitatif analiz 

sonucunda β-galaktozidaz üreticisi olarak seçilen bu 17 
izolatın genom analiz sonuçlarında 3 tanesinin üretim 
genine sahip olmadığı saptanmıştır. Bu durum ilgili 
bakterilerin parçalı genom verisine sahip olması 
nedeniyle ilgili enzimi kodlayan gen bölgelerinin 
tamamının aynı genom parçasında bulunmaması ile 
ilişkilendirilmiştir. ONPG test sonucu pozitif olarak 
seçilen 17 bakteriye ait analiz sonuç görünümlerine ait 
fotoğraflara Şekil 3’de yer verilmiştir.  

 

 
5K548 

 
3K401 

 
5K138 

 
KC603 

 
8K307 

 
6K102 

 
15K316 

 
8K301 

 
KC213 

 
KC606 

 
KC13 

 
KC728 

 
13K301 

 
KC333 

 
10K307 

 
6K502 

 
KC721 

 
  (-) 

Şekil 3. β-galaktozidaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesine yönelik gerçekleştirilen ONPG 
test sonucunda pozitif olarak seçilen 17 izolatın görünümleri (Sarı renk: pozitif, renk 
değişimi olmaması: negatif) 
Figure 3. Views of 17 isolates selected as a positive result of the ONPG test performed for 
the qualitative determination of β-galactosidase activity (Yellow color: positive, No color 
change: negative result) 

 
Toprak bakterilerinin β-galaktozidaz ürettiği çalışma 
sonuçlarına benzer şekilde daha önce yapılan ve 
literatüre giren çalışmalarda da gösterilmiştir. Fiss ve 
Brooks [50] tarafından katı besiyerinde 25 Nocardia spp. 
ve 4 Streptomyces spp.’nin tümünün; 13 Mycobacterium 
türünden 1 tanesinin ve 40 Rhodococcus türünden de 
yine 1 tanesinin β-galaktozidaz pozitif olarak gözlendiği 
raporlanmıştır. Yine Sanchez ve Hardisson [51] 
Streptomyces violaceus’un; Hildebrandt ve ark. [52] 
Antartika bölgesinden izole edilen Artrobacter sp. 
32c’nin; Maity ve ark. [53] Hindistan-Kolkata 
bölgesindeki sığır ahırlarından gelen toprak 
örneklerinden izole edilen 2 toprak bakterisinin β -
galaktozidaz üretim yeteneğine sahip olduğunu 
bildirmiştir. 
 
Collinge ve ark. [54] tarafından Streptomyces coelicolor 
tarafından termostabil β-galaktozidaz enzimi üretilmiş ve 
ABD’de patentlenmiştir. Elde edilen enzimin; 70°C’de 
aktif olduğu, maksimum aktivitenin ise 65°C‘de 
gözlendiği belirlenmiş ve düşük sıcaklık ile yapılan 
pastörizasyon proseslerinde (63°C‘de 30 dakika) 
kullanımı önerilmiştir. Nakao ve ark. [55] tarafından da 
Saccharopolyspora rectivirgula bakterisinden elde edilen 
yüksek transgalaktozilasyon aktivitesine sahip 

termostabil β-galaktozidazın 70°C’de (1.75 M laktoz 
ortamında, 7.0 pH) 22 saat sonunda %41 verimle GOS 
ürettiği raporlanmış ve yüksek sıcaklıklarda 
gerçekleştirilen proseslerde laktozdan GOS üretiminde 
başarıyla kullanılabileceği önerilmiştir. 
 
SONUÇ  
 
Çalışmada farklı ve ekstrem koşullara sahip bölgelerden 
izole edilen ve genom verisi bulunan 46 toprak 
bakterisinin gıda endüstrisinde talep gören ve kullanımı 
fazla olan transglutaminaz, β-galaktozidaz ve 
levansukraz enzimi üretim yetenekleri biyoinformatik ve 
kalitatif yöntemlerle araştırılmıştır. İzolatların; 
transglutaminaz enzimi üretim genine tümünün, β-
galaktozidaz üretim genine 38’inin ve levansukraz 
üretim genine 2’sinin sahip olduğu belirlenmiştir. Enzim 
üretim yeteneklerinin kalitatif olarak taranması 
sonucunda, transglutaminaz enzimi üretim yeteneğine 
sahip olan ve diğer izolatlara kıyasla daha yoğun 
kahverengi renk oluşumu ve/veya daha hızlı gelişen 9 
bakteri izolatı (16K401, 5K418, 6K502, 7K523, 13K105, 
KC603, 16K104, 5K550, 7K534) ile β-galaktozidaz 
enzim üretim yeteneğine sahip olan ve diğer izolatlara 
kıyasla daha yoğun sarı renk oluşturan ve/veya hızlı 
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gelişen 17 bakteri izolatı (5K548, 3K401, 5K138, KC603, 
8K307, 6K102, 15K316, 8K301, KC213, KC13, KC728, 
13K301, KC333, 10K307, 6K502, KC721, KC606) 
potansiyel üretici olarak seçilmiştir. Levansukraz enzim 
üretim genine sahip olan 2 bakteri izolatı (KC721, 
KC213) ile ilgili geni taşımayan diğer izolatlardan 
hiçbirinde katı besiyerinde mukoid yapı oluşturma 
fenotipi gözlenmemiş; levansukraz enzimi üretimi için 
tasarlanan sıvı besiyerinde aktivite varlığı da 
saptanmamıştır. İlgili geni içeren izolatların levansukraz 
üretmemesi test edilen ortam ve şartlarda ifade 
edemediğini düşündürmektedir. Bu durum çalışmalarda 
rastlanılan bir fenomendir. 
 
Potansiyel üretici olarak seçilen transglutaminaz üreticisi 
9 ve β-galaktozidaz üreticisi 17 izolatın, enzim üretim 
miktarlarının belirlenip, üretilen enzimlerin 
karakterizasyonu ile optimum enzim üretim ortamı ve 
şartlarının belirlenerek farklı işlem şartlarında (sıcaklık, 
tuz vb.) çalışabilecek endüstriyel enzimlerin yerli 
kaynaklardan verimli olarak üretilme potansiyelinin 
ortaya konulmasının; ithal olarak karşılanan enzimlerin 
yerli olarak üretiminin sağlanması, dışa bağımlılığın 
azaltılması ve girdi maliyetlerinin düşürülerek 
işletmelerinin karlılığının artırılması yoluyla ülke 
ekonomisine katkı vereceği düşünülmektedir. 
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