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Özet: Bu çal mada, Bacillus subtilis RSKK96�dan submerged fermentasyonu ile proteaz 
üretimi amaçlanm tr. Yaplan incelemelerde en yüksek proteaz üretimi 72. saatte yaplan 
kültürden elde edilmi tir. Kültür ortamna farkl azot ve karbon kaynaklar eklendi inde proteaz 
üretimi basklanm tr. Bununla birlikte aminoasitlerden izolösin içeren ortam kontrole göre proteaz 
üretimini %27 arttrm tr.  

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis RSKK96, proteaz, submerged fermantasyon 

 

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. 

Key words: Bacillus subtilis RSKK96, protease, submerged fermentation 

   

 

*E-mail: nurullah.akcan@gmail.com 

 

 

 
 
 
 

 
 
 
 
 



34      Submerged Fermantasyonu ile � 

Giri  
nsano lu uzun yllardan beri peynir, 

arap ve bira üretimi gibi birçok 
uygulamada enzimlerin katalitik 
aktivitelerinden faydalanmaktadr. 
Mikrobiyal proteazlar hidrolitik enzimler 
arasnda en önemli olanlardr ve enzimoloji 
bilimi ortaya çkt ndan beri yaygn olarak 
incelenmi lerdir. Proteazlar fizikokimyasal 
ve katalitik özelliklerinde muazzam 
farkllklar göstermektedirler ve bu 
enzimlerle ilgili yaplan çal malarn 
birço u biyokimyasal ve biyoteknolojik 
yakla mlar içermektedir (Rao ve ark  
1998, Saeki ve ark 2007). 

Proteolitik enzimler dünya endüstriyel 
enzim pazarnn % 60�n meydana 
getirirler. Proteaz çe itlerinden olan alkalin 
proteazlar gda, deri ve eczaclk gibi çe itli 
endüstrilerde yaygn kullanmlarndan 
dolay en fazla çal lm  enzim 
gruplarndan biridir (Gupta ve ark 2002, El-
Safey ve ark 2004). De i ik 
uygulamalardan biri de alkalin proteazlarn 
ba lca deterjan endüstrisinde kullanmna 
yöneliktir. Alkalin proteazlar çe itli 
deterjanlarda ve otomatik çama r makinesi 
deterjanlarnda kullanlrlar. Proteinli 
lekeleri parçalama aktivitesi gösterirler 
(Gupta ve ark 2002). 

Submerged fermantasyonu (SmF) 
genelde sentetik olarak hazrlanm  
ortamlarda meydana gelen fermantasyon 
i lemidir. Mikrobiyal proteazlar bakterilerin 
kullanlmasyla submerged fermentasyon 
yöntemi ile üretilebilirler. Bacillus cinsi 
bakterilerin tercih edilmelerinin nedeni; bu 
enzimleri sentezleyebilme, çok miktarlarda 
salglama yetene inde olmalar ve büyüme 
gereksinimlerinin basit olu udur. En önemli 
avatanjlarndan biri de ku kusuz patojen 
olmamalardr (Jose ve Kurup 1999)  

Bu çal mada, Bacillus subtilis 
RSKK96�dan submerged fermentasyon 
(SmF) yöntemi ile alkalin proteaz üretimi ve 
ortam bile enlerinin etkisi belirlenmeye 
çal lm tr.  

Materyal ve Metot 
1. Mikroorganizma 
Çal malarmzda, Refik Saydam 

Hfzsshha Enstitüsü Kültür Su lar 
Bölümünden temin edilen Bacillus subtilis 
RSKK 96 kullanlm tr. B.  subtilis 
RSKK96 saklanma ko ullarndan (-20°C) 
çkarlp 37°C�de 24 saat boyunca LB 
besiyerinde üretildi. Proteaz üretimi için 
Luria Broth (LB) sv besiyeri kullanld. Bu 
besiyerleri 121°C�de 15 dakika 
otoklavlanarak steril edildi. 100 mL�lik 
erlenmayerlerde 20 mL farkl sv besiyeri 
içeren ortamlara 100 L örnek eklenerek, 
mikroorganizmalar 0.6 absorbansa gelecek 
ekilde 37°C�de 24 saat süreyle üretildi.  

 
2. Enzim Üretimi ve Optimizasyonu 
Uygun inkübasyon süresini belirlemek 

için mikroorganizma 37°C�de 150 rpm�de 
12, 24, 48, 72, 96 ve 120 saat süreyle 
inkübasyona brakld. Kültür ortamna azot 
kaynaklarndan pepton, beef extract, kazein, 
tryptone, üre, yeast extract, amonyum nitrat 
(NH4NO3), amonyum klorid (NH4Cl), 
sodyum nitrat (NaNO3) ve amonyum sülfat 
(NH4)2SO4, karbon kaynaklarndan çözünür 
ni asta, patates ni astas, bu day ni astas, 
msr ni astas, bu day unu, pirinç unu, soya 
unu, msr unu, gliserol, arabinoz, mannoz, 
ksiloz, laktoz, sukroz, fruktoz, galaktoz ve 
glukoz %1 konsantrasyonunda, farkl 
aminoasitlerden L-fenilalanin, L-tirozin, L-
lizin, L-sistein ve L-metyonin, glisin, 
glutamik asit, L-alanin, L triptofan, L-
izolözin, L-valin % 0.01 konsantrasyonunda 
eklenerek uygun inkübasyon süresinden 
sonunda örnekler +4°C�de 10.000 rpm�de 5 
dakika santrifüjlenerek hücre sporlardan 
arndrld. Enzim aktivitesi ve 
optimizasyon çal malar için üst sv 
kullanld. 

 
3. Proteaz Aktivite Tayini 
Proteaz aktivite tayini için 150 L enzim 

çözeltisine 250 L % 0.5 azokazein (0.1 M 
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Tris-HCI tamponu; pH: 9.0) ilave edilerek 
37°C�de 30 dakika inkübe edildi. Bu süre 
sonunda ortama 1 mL TCA katlarak 
reaksiyon durduruldu. 15 dakika +4°C�de 
bekletildikten sonra +4°C�de 10.000 rpm�de 
5 dakika santrifüj edildi. 1 mL üst sv 
üzerine 500 L NaOH ilave edilerek 420 
nm�de spektrofotometrik ölçüm ile 
gerçekle tirildi (Leighton ve ark 1973) 

Bir enzim ünitesi deney ko ullarnda 1 
mol azokazeini 30 dakikada parçalayan 

enzim miktar olarak tanmland. 
 
4. Protein Miktar Tayini  
Protein miktar tayini standart olarak 

Bovin Serum Albumin (BSA) kullanlarak 
Lowry yöntemine göre yapld. Standart 
e riyi çizmek için deri imi bilinen (5 
mg.mL-1) Bovin serum albumin�den bir seri 
standart çözeltiler hazrland. Örneklerin 
protein içerikleri BSA e risi standart olarak 
kullanlarak hesapland. Tüplere 2.5 mL 
alkalin çözeltisi konulduktan sonra üzerine 
25 µL enzim ve 225 µL saf su ilave edildi.  
Örnekler 15 dakika 40 ºC�de su banyosunda 
bekletildikten sonra üzerine 1:1 orannda saf 
suyla seyreltilmi  250 µL Folin Reaktifi 
(FCR) ilave edilerek 30 dakika karanlkta 
bekletildi. Bu sürenin sonunda 660 nm�de 
spektrofotometrik ölçüm yapld (Lowry ve 
ark 1951). 

 
 
 
 
 
 

Sonuç ve Tart ma  
Genel olarak mikroorganizmalarn 

meydana getirdi i proteazlar do ada temel 
ve ksmen birçok kültür artlarnda 
indüklenirler. Bacillus türleri logaritmik 
art  öncesi ve dura an fazlarda 
ekstraselüler proteazlar üretirler. 
Mikroorganizmalarn üretti i ekstraselüler 
proteazlar ayn zamanda C/N oranndaki 
farklardan, glukoz gibi kolay metabolize 
edilen ekerler ve metal iyonlar gibi ortam 
bile enlerinden yo un ekilde etkilenirler. 
Proteaz sentezi ortamdaki aminoasitler gibi 
hzl metabolize edilebilen azot 
kaynaklarndan da etkilenir (El-Safey ve ark 
2004, Haki ve Rakshit 2003, Hameed ve ark 
1999). 

Mikroorganizmalarn enzim üretimleri 
ile büyümeleri arasnda bir ili ki söz 
konusudur. nkübasyon zaman ortamn 
özellikleri tarafndan kontrol edilir ve bu 
olay do al olarak büyüme ve enzim 
üretimine ba ldr. B subtilis RSKK96 LB 
besiyerinde 12. saatten ba layarak 120. 
saate kadar kültür edilmesi sonucunda en 
yüksek proteaz aktivitesi 72. saatte 1903.2 
U/mg olarak elde edilmi tir ( ekil 1) Benzer 
ekilde topraktan izole edilen Bacillus 

subtilis�in proteaz üretimi 72. saatte rapor 
edilmi tir (Dutt ve ark 2008).  
 

 

 

 

 

 

ekil 1. Bacillus subtilis RSKK96� nn proteaz üretimi üzerine farkl inkübasyon sürelerinin etkisi 
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Kültür ortamlarna eklenen farkl azot 
kaynaklarndan (%1) tümü proteaz üretimini 
basklam tr ( ekil 2). Azot kaynaklar 
arasnda yeast extract proteaz aktivitesini 
kontrole göre yakla k olarak %97 orannda 
inhibe etmi tir. Elde etti imiz sonuçlar 
incelendi inde Bacillus türleri ile yaplan 
daha önceki çal malardan elde edilen 
sonuçlara benzer ekilde amonyum tuzlar 
tarafndan üreme ve enzim üretiminin 
baskland  olgusunu desteklemektedir 
(Kole ve ark. 1988). Daha önceki yaplan 
çal malarda Bacillus cinsinin birçok 
türünde karbonhidrat indirgeyen enzimlerin 
kolayca metabolize edilen subsratlarn 
varl nda katabolit represyona u rad  
rapor edilmi tir. Yaplan bu çal malara 
benzer ekilde yapt mz çal mada SmF 
ortamna eklenen %1 konsantrasyonundaki 
karbon kaynaklarnn bulundu u ortamlarda  

kültür edilen B. subtilis RSKK96�nn 
üretti i proteaz aktivite tayinlerinde 
kontrole (1837 U/mg) göre daha az proteaz 
üretimi meydana geldi i belirlenmi tir 
( ekil 3). Karbon kaynaklarndan gliserol 
kontole göre proteaz sentezini yakla k 
olarak %78 orannda basklam tr. Yaplan 
önceki çal malarda karbon kaynaklar B. 
subtilis�in kültür edildi i ortamlara 
eklenmi  ve proteaz biyosentezi üzerine 
olan etkileri incelenmi tir. Genelde saf 
karbon kaynaklar proteaz üretimini inhibe 
etmekte ve ayn zamanda proteaz 
biyosentezinin katabolik represyonuna 
neden olabilmektedir. Elde etti imiz sonuca 
benzer ekilde di er ara trmalarda da 
ortama glukoz eklenmesi sonucu proteaz 
üretiminde dü ü  gözlenmi tir (Wei-Hua 
2007). 
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ekil 2. Bacillus subtilis RSKK96�nn proteaz üretimi üzerine farkl azot kaynaklarnn etkisi 
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ekil 3. Bacillus subtilis RSKK96�nn proteaz üretimi üzerine farkl karbon kaynaklarnn etkisi 
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Tablo 1. Bacillus subtilis RSKK96�nn proteaz üretimi üzerine farkl 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 1539.8±92.9 

L-fenilalanin 1745.2±129.3 

L-izolözin 2342.9±59.7 

L-valin  1755.8±77.6 

L-metyonin 1535.8±64.6 

 
SmF ortamna eklenen %0.01 

konsantrasyonundaki aminoasitlerin 
bulundu u ortamlarda kültür edilen B. 
subtilis RSKK96�dan proteaz üretimi 
izölosin içeren ortamda kontolden elde 
edilen de erden %27 daha fazla 
bulunmu tur. Di er aminoasitleri içeren 
ortamlardaki tüm aktivite tayinleri 
kontrolden dü ük çkm tr. L-alanin içeren 
ortamda enzim üretimi önemli oranda 
basklam tr (Tablo 1). Yaplan önceki bir  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
çal mada Ile, Cys, Phe, Asp, Glu, Met 
içeren ortamlarn B. stearothermophilus�un 
büyümesini uyard  rapor edilmistir. Ayn 
sekilde B. subtilis�in kültür edildi i ortama 
arjinin, sistein, glutamik asit, izolösin, lizin, 
metyonin, aspartik asit, prolin, fenil alanin, 
glisin, valin ve triptofan ekledi inde en 
yüksek proteaz aktivitesi valin bulunan 
ortamda elde edilmi tir.  
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