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Submerged Fermantasyonu ile Bacillus subtilis RSKK96’dan Proteaz Uretimi
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Ozet: Bu calismada, Bacillus subtilis RSKK96’dan submerged fermentasyonu ile proteaz
tretimi amaglanmistir. Yapilan incelemelerde en yiiksek proteaz iiretimi 72. saatte yapilan
kiiltiirden elde edilmistir. Kiiltiir ortamina farkli azot ve karbon kaynaklar1 eklendiginde proteaz
iiretimi baskilanmistir. Bununla birlikte aminoasitlerden izoldsin igeren ortam kontrole gore proteaz
tiretimini %27 arttirmistir.
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Protease Production by Bacillus subtilis RSKK96 with Submerged Fermentation

Abstract: This study aimed to produce protease by Bacillus subtilis RSKK96 with submerged
fermentation. Maximum enzyme production was achieved at 72 hours of incubation. Protease
production was suppressed when supplementation with different nitrogen and carbon sources in
culture medium. However; supplementation with isoleusin aminoacid increased protease production
27% comparing with the control.
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Giris

Insanoglu uzun yillardan beri peynir,
sarap ve bira dretimi gibi birgok
uygulamada enzimlerin katalitik
aktivitelerinden faydalanmaktadir.
Mikrobiyal proteazlar hidrolitik enzimler
arasinda en 6nemli olanlaridir ve enzimoloji
bilimi ortaya ciktigindan beri yaygin olarak
incelenmiglerdir. Proteazlar fizikokimyasal

ve katalitik  Ozelliklerinde  muazzam
farkliliklar ~ gostermektedirler ve  bu
enzimlerle ilgili yapilan c¢alismalarin

bircogu biyokimyasal ve biyoteknolojik
yaklagimlar1 icermektedir (Rao ve ark
1998, Saeki ve ark 2007).

Proteolitik enzimler diinya endiistriyel
enzim pazarinin % 60’1 meydana
getirirler. Proteaz gesitlerinden olan alkalin
proteazlar gida, deri ve eczacilik gibi ¢esitli

endiistrilerde  yaygin  kullanimlarindan
dolay1 en fazla calisiimig  enzim
gruplarindan biridir (Gupta ve ark 2002, El-
Safey ve ark 2004). Degisik

uygulamalardan biri de alkalin proteazlarin
baslica deterjan endiistrisinde kullanimina
yoneliktir.  Alkalin  proteazlar  ¢esitli
deterjanlarda ve otomatik camasir makinesi
deterjanlarinda  kullanilirlar.  Proteinli
lekeleri pargalama aktivitesi gosterirler
(Gupta ve ark 2002).

Submerged  fermantasyonu  (SmF)
genelde  sentetik  olarak  hazirlanmis
ortamlarda meydana gelen fermantasyon
islemidir. Mikrobiyal proteazlar bakterilerin
kullanilmastyla submerged fermentasyon
yontemi ile {retilebilirler. Bacillus cinsi
bakterilerin tercih edilmelerinin nedeni; bu
enzimleri sentezleyebilme, ¢ok miktarlarda
salgilama yeteneginde olmalar1 ve biiylime
gereksinimlerinin basit olusudur. En 6nemli
avatanjlarindan biri de kuskusuz patojen
olmamalaridir (Jose ve Kurup 1999)

Bu  calismada,  Bacillus  subtilis
RSKK96’dan  submerged fermentasyon
(SmF) yontemi ile alkalin proteaz tiretimi ve
ortam bilesenlerinin etkisi belirlenmeye
calisiimustir.

Materyal ve Metot

1. Mikroorganizma

Calismalarimizda, Refik Saydam
Hifzissthha  Enstitiisii  Kiltir — Suslari

Boliimiinden temin edilen Bacillus subtilis
RSKK 96 kullanilmistir. B. subtilis
RSKK96 saklanma kosullarindan (-20°C)
cikaritlip 37°C’de 24 saat boyunca LB
besiyerinde {iretildi. Proteaz {iretimi ig¢in
Luria Broth (LB) s1v1 besiyeri kullanildi. Bu
besiyerleri 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildi. 100 mL’lik
erlenmayerlerde 20 mL farkli sivi besiyeri
iceren ortamlara 100 pL o6rnek eklenerek,
mikroorganizmalar 0.6 absorbansa gelecek
sekilde 37°C’de 24 saat siireyle tiretildi.

2. Enzim Uretimi ve Optimizasyonu

Uygun inkiibasyon siiresini belirlemek
icin mikroorganizma 37°C’de 150 rpm’de
12, 24, 48, 72, 96 ve 120 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Kiiltiir ortamina azot
kaynaklarindan pepton, beef extract, kazein,
tryptone, iire, yeast extract, amonyum nitrat
(NH4NO3), amonyum klorid (NH4CI),
sodyum nitrat (NaNO3) ve amonyum siilfat
(NH4),S0Os, karbon kaynaklarindan ¢oziintir
nisasta, patates nisastasi, bugday nisastasi,
misir nisastasi, bugday unu, piring unu, soya
unu, misir unu, gliserol, arabinoz, mannoz,
ksiloz, laktoz, sukroz, fruktoz, galaktoz ve
glukoz %1 konsantrasyonunda, farkli
aminoasitlerden L-fenilalanin, L-tirozin, L-
lizin, L-sistein ve L-metyonin, glisin,
glutamik asit, L-alanin, L triptofan, L-
1zolozin, L-valin % 0.01 konsantrasyonunda
eklenerek uygun inkiibasyon siiresinden
sonunda ornekler +4°C’de 10.000 rpm’de 5
dakika santriftijlenerek hiicre sporlardan

arindirildi. Enzim aktivitesi ve
optimizasyon c¢alismalari ig¢in st sivi
kullanildi.

3. Proteaz Aktivite Tayini
Proteaz aktivite tayini i¢in 150 pL. enzim
¢ozeltisine 250 pL % 0.5 azokazein (0.1 M



Tris-HCI tamponu; pH: 9.0) ilave edilerek
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire
sonunda ortama 1 mL TCA katilarak
reaksiyon durduruldu. 15 dakika +4°C’de
bekletildikten sonra +4°C’de 10.000 rpm’de
5 dakika santrifiij edildi. 1 mL st sivi
tizerine 500 puLL NaOH ilave edilerek 420
nm’de  spektrofotometrik  Olglim  ile
gerceklestirildi (Leighton ve ark 1973)

Bir enzim iinitesi deney kosullarinda 1
umol azokazeini 30 dakikada parcalayan
enzim miktar1 olarak tanimlandi.

4. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini standart olarak
Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilarak
Lowry yoOntemine gore yapildi. Standart
egriyi ¢izmek icin derisimi bilinen (5
mg.mL") Bovin serum albumin’den bir seri
standart ¢ozeltiler hazirlandi. Orneklerin
protein igerikleri BSA egrisi standart olarak
kullanilarak hesaplandi. Tiiplere 2.5 mL
alkalin ¢ozeltisi konulduktan sonra tizerine
25 pL enzim ve 225 pL saf su ilave edildi.
Ornekler 15 dakika 40 °C’de su banyosunda
bekletildikten sonra iizerine 1:1 oraninda saf
suyla seyreltilmis 250 pL Folin Reaktifi
(FCR) ilave edilerek 30 dakika karanlikta
bekletildi. Bu siirenin sonunda 660 nm’de
spektrofotometrik 6l¢iim yapildi (Lowry ve
ark 1951).

Spesifik Aktivite (/mg)
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Sonug¢ ve Tartisma

Genel olarak  mikroorganizmalarin
meydana getirdigi proteazlar dogada temel
ve kismen birgok kiiltiir sartlarinda
indiiklenirler. Bacillus tilrleri logaritmik
artis  Oncesi ve duragan  fazlarda
ekstraseliiler proteazlari iiretirler.
Mikroorganizmalarin {irettigi ekstraseliiler
proteazlar ayn1 zamanda C/N oranindaki
farklardan, glukoz gibi kolay metabolize
edilen sekerler ve metal iyonlar1 gibi ortam
bilesenlerinden yogun sekilde etkilenirler.
Proteaz sentezi ortamdaki aminoasitler gibi
hizl metabolize edilebilen azot
kaynaklarindan da etkilenir (EI-Safey ve ark
2004, Haki ve Rakshit 2003, Hameed ve ark
1999).

Mikroorganizmalarin enzim {iretimleri
ile biiyiimeleri arasinda bir iliski s6z
konusudur. Inkiibasyon zamani ortamin
ozellikleri tarafindan kontrol edilir ve bu
olay dogal olarak biiyime ve enzim
tretimine baglidir. B subtilis RSKK96 LB
besiyerinde 12. saatten baglayarak 120.
saate kadar kiiltiir edilmesi sonucunda en
yiiksek proteaz aktivitesi 72. saatte 1903.2
U/mg olarak elde edilmistir (Sekil 1) Benzer
sekilde topraktan izole edilen Bacillus
subtilis’in proteaz lretimi 72. saatte rapor
edilmistir (Dutt ve ark 2008).

12 24 48

72 96 120

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 1. Bacillus subtilis RSKK96’ nin proteaz liretimi iizerine farkli inkiibasyon siirelerinin etkisi
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Kiiltiir ortamlarina eklenen farkli azot
kaynaklarindan (%1) tlimii proteaz iiretimini
baskilamistir (Sekil 2). Azot kaynaklar
arasinda yeast extract proteaz aktivitesini
kontrole gore yaklasik olarak %97 oraninda
inhibe etmistir. Elde ettigimiz sonuglar
incelendiginde Bacillus tiirleri ile yapilan
daha oOnceki c¢alismalardan elde edilen
sonuglara benzer sekilde amonyum tuzlari
tarafindan iireme ve enzim {retiminin
baskilandigi  olgusunu desteklemektedir
(Kole ve ark. 1988). Daha Onceki yapilan
calismalarda  Bacillus cinsinin  bir¢ok
tiiriinde karbonhidrat indirgeyen enzimlerin
kolayca metabolize edilen subsratlarin
varliginda katabolit represyona ugradigi
rapor edilmistir. Yapilan bu calismalara
benzer sekilde yaptigimiz calismada SmF
ortamina eklenen %1 konsantrasyonundaki
karbon kaynaklarinin bulundugu ortamlarda
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kiiltir edilen B. subtilis RSKK96’nin
irettigi  proteaz  aktivite tayinlerinde
kontrole (1837 U/mg) gore daha az proteaz
tiretimi meydana geldigi belirlenmistir
(Sekil 3). Karbon kaynaklarindan gliserol
kontole goére proteaz sentezini yaklasik
olarak %78 oraninda baskilamistir. Yapilan
onceki calismalarda karbon kaynaklari B.
subtilis’in  kiiltir  edildigi  ortamlara
eklenmis ve proteaz biyosentezi iizerine
olan etkileri incelenmistir. Genelde saf
karbon kaynaklar1 proteaz iiretimini inhibe
etmekte ve aym zamanda proteaz
biyosentezinin  katabolik  represyonuna
neden olabilmektedir. Elde ettigimiz sonuca
benzer sekilde diger arastirmalarda da
ortama glukoz eklenmesi sonucu proteaz
tiretiminde diislis gozlenmistir (Wei-Hua
2007).
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Sekil 2. Bacillus subtilis RSKK96 nin proteaz liretimi lizerine farkli azot kaynaklarinin etkisi
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Karbon Kaynaklar: (% 1)

Sekil 3. Bacillus subtilis RSKK96 nin proteaz liretimi {izerine farkli karbon kaynaklarinin etkisi
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Tablo 1. Bacillus subtilis RSKK96 nin proteaz iiretimi lizerine farkli aminoasitlerin etkisi

Aminoasitler (%0,01) Spesifik Aktivite(U/mg)

Kontrol 1842.5+79.1

Glisin 1796.4+76.5

L-lizin 1623.8+88.0

L-trozin 1611.4+56.7

L-sistein 1436.4+51.3

Glutamik asit 1431.4+69 4

L-alanin 1414.7£94.7

L-triptofan 1539.8492.9

L-fenilalanin 1745.2+129.3

L-izol6zin 2342.9+59.7

L-valin 1755.8+77.6

L-metyonin 1535.8+64.6

SmF ortammg eklenen‘ %O-Ql calismada Ile, Cys, Phe, Asp, Glu, Met

konsantrasyonundaki ammogsrtlerm iceren ortamlarin B. stearothermophilus un
bulundugu ortamlarda kiltir edilen B.  biiyiimesini uyardig rapor edilmistir. Ayni
subtilis. RSKK96’dan  proteaz Gretimi  gsekilde B. subrilis’in kiiltiir edildigi ortama
129105111 iceren ortamda kontolden elde  arjinin, sistein, glutamik asit, izoldsin, lizin,
edilen  degerden %27  daha fazla metyonin, aspartik asit, prolin, fenil alanin,

bulunmugtur. Diger aminoasitleri igeren
ortamlardaki  tiim  aktivite  tayinleri
kontrolden diisiik ¢ikmigtir. L-alanin igeren
ortamda enzim iretimi Onemli oranda
baskilamistir (Tablo 1). Yapilan 6nceki bir

glisin, valin ve triptofan eklediginde en
yuksek proteaz aktivitesi valin bulunan
ortamda elde edilmistir.
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