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Ekstraseliiler Bacillus Proteazlarimn Bazi Ozellikleri ve

Enzim Uretiminin Optimizasyonu

Aras. Gor. Melike BALK — Dog. Dr. Sedat DONMEZ -

OZET

‘Bu aragtirmada cesitli gida maddelerinden
izole edilen Bacillus sp.’lerin proteolitik 6zel-
ikleri aragtinlmigtir, 12 farkii Bacillus sp.'nin
bazi sivi ve kati ortamlardaki toplam proteaz
_aktiviteleri (TPA) belirlenmistir. Elde edilen
sdn-ug:lara adre en fazla TPA gosteren iki Bacil-
lus sp. segilerek degisik bilesimlerdeki besi
yerlerinde, enzim iirétimleri icin uygun kogul-
lar aragtinlmistir.,

Kati besiyerinde en fazla TPA gésteren
B. cereus ve B. subtilis’in denenen sivi besiye-
rinde de en yitksek TPA'lari gésterdikleri be-
lrlenmigtir, Enzim iretimi ameciyla 5 farkh
sivi besiyeri kullanilmis ve FC broth besiyeri-
nin bir modifikasyonu ile 37°C'de 48 saat in-
kithasyon sonunda ' B. cereus’un pH 9,0-10,0
aralifinda 600 U/ml, B.subtilis'in ise aynt ko-
sullarda, ancak pH 7,0- 9,0 araliinda 525 U/ml
TPA gosterdikleri saptanmistir,

Seclien 2 Bacillus sp.’nin Orettigi ekstra-
seliller proteazlarinin  dzeltiklerini belirlemek
amactyla, her ik bakteri proteazina gesitli kon-
santrasyonlardaki etilendiamintetreasetik asit
(EDTA) ve ZnSO4'in etkileri incelenmistir, Bu-
na gore B.subtilis proteazini 200 y M EDTA,
% 65 oramnda inhibe etmig, ancak 0,2 mM
Zn30; ile yeniden aktivasyon saglanabilmistir,
B. cereus proteazi ise bu iki ajandan fiemen
hemen hi¢ etkilenmemistir. Elde edilen bulgu-
lardan, B. subtilis’in bir metalioproteaz, B. cere-
us'un ise bir alkall proteaz iirettigi sonucuna
varitmigtir,

Bakteri proteazlarinin izolasyon calismala-
rinda B.cereus proteazi % 49, B.subtilis pro-
teazt Ise % 47 oraminda gerl kazamilabilmistir.

SUMMARY

Some Properties of Extracellular Bacillus
Proteases and Optimisation of Enzyme Produc-
tion. )

In this study, extracellular proteases of
some Bacillus species were investigated. 12
Bacillus sp. were firstly tested with agar and

broth media maximum total protease activities
{TPA) werg showed by B.cereus and B.sub
tills and these bacteria were used for protease
production 5 different broth media were pre-
pared for this purpose. Among the media, ma-
ximum activites were obtained from a modifi-
cation of FC broth medium, After 48 hours
incubation time at 37°C, TPA from B.cereus
on FC broth medium was obtained about 600
U/ml at 9,0-10,0 pH range. At the same con-
ditions, B. subtilis protease showed 525 U/ml
activity at pH 7,0-8,0.

Effects of various concentrations of ZnSO,
and EDTA on crude protease sclutions were
detected. The protease activity of B.subtilis
was intnbited about 65 % with 200 pM EDTA
but this activity could be react.vated with 0.2
MM ZnSQ4. These agents didr’t very much
Ininbite the protease activity of B.cereus.
These results indicated that B. subtilis protease
was a metalloprotease but B.cereus protease
was hot.

The enzyme protein in crude enzyme solu-
tions were partially recovered. B.cereus pro-
tease was isolated up to 49 % and B. subtilis
protease was isolated up to 47 %.

Glnig

Enzimler, bagta gida ve deterfan sanayii
olmak {izere bircok alanda ¢esithi amaglarla
ytllardir kullantimaktadir, Gida sanayiinde en-
zim uygulamalan He gidalarn islenmeleri ko-
laylagtirilmakte, tad, flavor, tekstiir v.b. gibi
pek ¢ok dzellikleri degistirilebilmekte veya
istenilen zellikler kazandiriabilmektedir.

Gida sanayiinde kullamlan enzimlerin he-
men hemen hepsj hidrolaz grubu enzimler olup
en Onemlileri ise proteaz'lar ve amilaz'larder.
Cesitli Ozelliklerdeki proteaz enzimleri uzun
ylardir bazi bitkisel, hayvansal ve mikrobiiyel
kaynaklardan elde edilebilmesine karsin son
ylarda, mikrobiyel kaynaklardan iretilen pro-
teaz miktarl artig gOstermistir. Buna karsin
papain, bromelin ve fisin gibi proteaz enzim-
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leri bitkilerden, rennin buzafilarin 4. mide'le-
rinden, ndtral ve bazik proteazlai bakterilerden,
asit proteazlar ise baz) kiif mantarlarindan en-
diistrivel dlgekte {retilmektedir.

Anlagilacadi gibi proteaz enzimlerinin {ire-
timinde bakteriler daha yaygin olarak kullanil-
maktadir. Bazi Bacillus ve Clestridium'lar {ire-
timde kullanilan bakterilerdir. Bununla birlikte
gesitli bakterilerden elde edilen gesitli &zel-
liklerdeki proteaz’lar ve buntarm kullamm alan-
lar da giderek artis gostermektedir. Ulkemizde
‘de enzim kullanim! her gegen giln artmakta ve
digalim yoluyla saglanan enzimler i¢in &denen
ddviz miktar1 da giderek artrg gostermektedir.

Bu calhismada bazi gida maddelerinden
izole edilmis olan cesitli Bacillus suslarinin
proteolitik enzimlerinin &6zellikleri ve bunlarin
uretim kogullarinin  belirlenmesi amaglanmis-
tir. Gesitli yontemlerle, toplam proteaz aktivi-
telerine gore secilen Bacillus susl-arrmn proteaz
enzimini dretim kogullari belirlenmis ve susla-
nn proteaz enzimleririn  Szellikleri aragtinl-
mustir. " ' o

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Mikroorganizmalar

Bacillus cereus, B. subtilis, B. megaterium,
B. coagulans, B. stearothermophilus, B. pumillis,
B. licheniformis ve tiril saptanmamis 5 Baelillius
sp. kullamimsstir, ‘ -

Kiltdrler, yatik Nutrient Agar (Oxoid).da
4°C'de saklanmislar ve ayltk peryotlarda yeni-
lenmiglerdir. ‘

2.2. Besiyerleri ‘
2.2.1. Proteaz alktivitesi belirlemek igin
kullantlan besiyerleri
— DN Agar (Basoglu 1988)
. — Yagsiz - siit Agar (Carlisle ve Falkinham
1989)
— Nutrient Broth (Oxoid)

222, Enzim iretim besiyerleri
Proteaz Uretimi amaciyla farkli bilesimler-
deki 5 besiveri kullanilmistir. Bunlar,

~— FC Broth (Keay vd. 1972)

—« SFS Broth (Keay vd. 1972)

—- SCS Broth (Aunstrup 1980)

-—= DN Broth [Bagoglu 1988)

— MPG Broth (Jensen 1972)

2.3. Bakteri Gelisiminin [zlenmesi

Bakteri geligmesi, optik yogunluk Blgil-
mesi ve protein miktart tayinter ile belirien-
mistir. 37°C sicakhikta 1000 ml'lik erlenmeyer-
terdeki 250 ml besiyerinde ve 150 rpm galka-
lamali kogulda 24 saat siire ile inkitbasyona
birakilan killtiirlerden, ikiser saat araliklarda
almen drneklerdeki optik yodunluk (OD) ve
protein tayinleri yapitmustir,

Bakter] gelismesinin izlepmesi igin, alinan
6rneklerde 620 nm'de taze besiyerine karsi
OD s8lglimiistiir (Basoglu 1988). Protein mik-
tarinin saptanmasinda ise Lowry yintemi uy-
gulanmistir (Lowry vd. 1951). ’

2.4. Toplam Protesz Aktiv'tesinin (TPA)
Belirlenmesi

2.4.1. Kat ortamlarda TPA &lglimii |

Nutr’ent Broth ortaminda 37°C'de gelisti-
rilen 16- 18 saat'lik killtiirler kati besiyerlerine
slirme, damlatma ve disk ydntemleriyle ekil-
mis ve olugan koloniler veya diskler etrafin.
daki zonlarin caplart mm olarak 8iglilerek he-
lirlenmistir (Bagoglu 1988, Carlisle ve Falkin-
ham 1989).

2.4.2, Sivi ortamlarda TPA dlgiimii

(")rneklér, 6000 rpm'de 15 dakika santrifiij
edilerek, hilcreler aynlmis ve siipernatantta
TPA olchimiistir [Keay ve Wildi, 1970).

Hesaplamalarda 0-60 pg/ml  tirozin
(Merck) ile hazirlanan stanoart efri kullanil-
mis ve 1 pg/ml tirozin 2 U/ml enzim aktivitesi
olarak degerlendirilmigtir.

2.5, Proteaz Uretimi I¢in Uygun Besiyeri-
nin Secimi
Secilen bakteriler, {retim besiyerleninde
150 rpm galkalama hizindaki inkitbatérde 37°C’
de 48 saat sireyle inkitbe sdilmislerdir, Ure-
tim ortamlarinda 8 saatlik zaman aralklerinda
alinan orneklerde TPA olciimleri yapilmis ve
her iki bakterj icin en fazla TPA gbsteren besi
ortami segilmistir,
2,6. Uretilen Enzimlerin Baz QOzelliklerinin
Belirlenmesi
Uretim besiyerlerinde gelistirilen bakteri-
ferir bulundugu ortamlar substrat ilave edilme-
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cen &nce kath filtre kafitlarindan gegirilerek
kaba partikilller uzakiastirmistir, Daha sonra
6000 rpm'de 15 dk. santriflj edilerek hiicresiz
ekstraktlar elde edilmis ve bu sivilarda enzim-
lerin bazi dzelikleri aragtirilmigtir,

26.1. Optimum sicakhgmn saptanmasi

Kaba enzim ekstraktlar 20, 30, 40, 50_ Jilt]
ve 70°C'lerdeki su banyosunda substratia bir-
liktg 10 dk. tutulmus ve bu siire sonundaki en-
Zim akbivitesi 2.4.2.'deki gibi iglilmistir,

2,62, Kaba enzim ektrelerinde ZnSO.'In
ve EDTA'min etkisi
Zn804'in etkisi Tan ve Konings (1990)'s
gdre EDTA'nmn etkisi ile Manachini vd. {1988)'e
gore saptanmistir. :
2.7. Enzimin Geri Kazaniimas:

Uygun {retim ortaminda gelistirilen ‘bak-
teri siispansiyonundan 50 m! &rnek alinarak
katll filtre kagitlarindan gecirilmis ve daha
sohra santrifiljle hiicresiz enzim ekstresi elde
edilmistir. Bu ekstrede bulunan enzim proteini
etil alkol (% 96) ve amonyum siilfatia ayrl-
maya caligibbmstir, Bu asamada amonyum siil-
fat ve etil alkol ayri ayrt ve birlikte denenmig-
tir. Etil alkol ve amonyum siilfat siinekli olarak
kangtirilan  siispansiyona gizelti olusana ka-
dar azar azar ilave ‘edilmisgtir. Gokelti 6000 rpm’
de 10 dk  santrifilenerek ayriimis ve 7,0-9,0
pH'larda hazirtanen 0,05 M fosfat tamponda
goziilerek her kademede spesifik aktivite de-
gerler! belirlenmigtir. Daha sonraki asamada
enzim gizeltileri fosfat tampona karg1 diyaliz
edildikten sonra TPA degerlori saptarmstir,

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Kati besiyerlerine ekim yontemlerinden disk
yontemine gbre en belirgin ve diizgiin zonlar,
B. cereus, B. subtilis, B. pumilis, B. licheniformis
Ve 7 nolu Bacillus sp.’de saptanmistir, Baktz-
rlerin olusturduklan zon gapiarinimn 48 saat in-
kilbasyon siiresince ozellikle 24. ve 36. saatler
arasinda maksimum artis gbsterdikleri gozlen-
migtir. Diger 7 bakteri He yapilan denemelerde
ise zon olusumlar: net sekilde gozienemedigin-
den Glgim yaptlamamisgtir,

Svi ortam olarak kullamiian Nutrient Broth
besiyerinde ise B. cereus, B. subtilis, B. licheni-
formis ve B. pumilis’in diger Bacillus sp.'lerden

daha fazla TPA gbsterdikler;
- (Cizelge 13, '

belirlerimistir

Clzelge 1. Nutrient Broth besiyerinde 150 rpm
¢alkalamah kosulda, 37°C'de 48 saat
inkiibasyon sonucunda elde edilen
maksimum TPA degerferi

TPA (U/mi)
B. cereus 79
B. subtilis , 63
B. licheniformis 32
B. pumilis . 24

Maksimum TPA'tar B.cereus ve B. subtilis
proteazlarinda belirlendiginden daha Lson:farki
liretim calismalarinda bu bakten; kullanilmis-
T, '

$ekil 1. B. cereus ve B.subtilis'in DN agar (A)
Ve Yafsz-siit agardan (B) 8Yo(rde
20. saatte olusturduklar: zorlar (B.ce-
reus 1 B.subtilis 2).

Segilen bakterilerin  proteaz iiretimlerini
incelemek amaciyla gegitli bilesimdeki sivt be-
siyerlery kullamilmustir. Bu -besiyerlerinde 37°C’
de 48 saat inkibasyon sonunda ve 150 rpm ¢al-
kalamal kosulda elde edilen maksimum TPA
deferleri Gizelge 2'deki gibidit.

B. cereus ve 8. subtilis fle maksimum TPA
dederleri FC Broth besiyerinde elde edildigi
f¢in daha sonraki galismalarda bu besiyeri lul-
lantlmistir, Bakterilerin 48 saat inkiibasyon so-
nunda FC Broth ortamlarindan ayrilmasiyla el—
de edilen sivi kisimlar kaba enzim ekstresi ola-
rak adlandirtimistir. Bu sivilar, degisik pH'larda
hazirianan kazein c¢ozeltileriyle reaksiyona so-
kulmuslardir. Bulgulara gore B.cersus proteaz!
pH 9,0- 10,0 aralifiinda, B, subtilis proteazi ise
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Cizelge 2. Farkh bilesimlerdeki sivi besiyerle.
rinde geligtirilen B.cercus ve B.
subtilis'in TPA dederlerinin kars
lagtiriimast.

B. cereus proteaz:  B. subtilis proteazi

(U/m!) U/ mi)
1-DN Broth 238 217
2-FC Broth 610 537
2.8CS Broth 205 221
4 -MPG Broth 77 62
5-SFS Broth 162 181

pH 7,0-8,0 araliginda maksimum aktivite yds-
termiglerdir (Sekil 2),

(u/a1)

Toplam Proteas Aktivitest

PH
Sekil 3. Degisik pH’larmm kaba emzim ekstrele-

rindekt TPA’ya etkisi (0-0 B. subtilis,
...; B.cereus), FC bes‘yeri, 370C

Halpern (1981), degisik besiyerlerinde
Baclllus sp.ierle yaphfi protesz aktivitesi ¢a-
lismalarinda, tanimianmamis bir Bacillus sp.'
den 2700 U/mi, Keay vd. (1970) ise B.cereus
ATCC 14579'dan 1280 U/m!, B.cereus NTTC
845'den 447 U/mi ve B, sublilis 941'den ise
1110 U/m] proteaz aktivitesi elde edebilmis-
lerdir. Bu sonuglarla karsilagtirildifinda, calis-
mamizda segilen bakterilerin  ¢esitli proteaz
enzimlerininin  {retiminde kullamlabilecekleri
anlagibmistir,

Bagoglu (1988)'nun yaphtidi bir galigmada,
kazein iceren kati besiyerlerine 0,1-0,5 mM
arastnda dedisen konsantrasyonlarda EDTA ila-
ve edilmis ve bakterilerin olusturdudu zon
caplanmin EDTA igcermeyen aym besiyeriide-
¥1 zon gaplarina oranla gok daha kilglik oldugu
gozlenmigtir. Bosman vd. (1990] sivi besiyerin-
de bir Lactococcus lactis susundan elde edip
saflagtirdiklart nétral tripeptidaz) 0,2 mM EDTA
He % 79 oraninda inaktive etmislerdir.

Bu galismada B.cersus proteazinin aktivi-
tesi dedisik konsantrasyonlarda hazirlanan
EDTA ¢ozeltilerinden hemen hemen hig etkilen-
medigi, B.subtilis proteazimnr ise 20 pMm'lk
EDTA c¢ozeltisi tle aktivitesinin % 65 Oramnda
kaydettigi saptanmigtir (Sekil 3).

{U/m1}

Teplan Proteas Aktivitesl

‘ mM EBTA
Sekil 8. Cesitli EDTA konsantrasyomlarimin top-
lam proteaz aktivitesine etkisi (0-0;

B. careus, ...; B.subtilis). FC Broth,
8%oC.
Manachini vd, (1988) wve Bosman vd.

(1980), EDTA ile inaktive olmug bir proteazin
yeniden aktivasyonunun bazi meta! iyonlariyla
saflanabilecedini bildirmislerdir. Bu-amagla
calismamizda kullanilan 200 M EDTA ve daha
sonra 0,2 mM ZnSO, uygulanmug B. subtilis pro-
teaz: akiivitesini yeniden kazanirken, B.cereus
proteazi icin degdistk ZnSO, konsantrasyonlar
denenmig fakat aktivite dedismemistir. Bu bak-
terlerin aktivite gbsterdikleri pH araiklan da
dildkate alindiginda, B.cereus'un alkali- serin
proteaz, B. subtilis’in ise ndtral metalloproteaz
Grettikleri sonucuna vanlmugtr ($ekil 4).
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Sekil 4. Defisik ZnSO, konsantrasyonlarimn B.
cereus ve B. subtilis kaba enzim akti-
vitelerine ‘etkisi (o-o0; B.cereus, ...;
B. subtilis) FO Broth, 870C.
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Sicakikla ilgili galismalarda, her iki bak-
terinin de TPA'laruin  30-40°C'ler arasinda
maksimum degerlere ulagtiklan sicakitk arttik-
ca aktivitenin azaldigi saptanmisttr, 70°C'de
B. subtil.s, aktivitesini % 81, B.cereus % §9
oraninda kaybetmistir. Enzimlerin aktivitelerini
tamamen kaybetmemeleri, stabilize edici mad-
delerin ilavesiyle baslangigta gida endiistrist
disindaki bazi endistrilerde kulianim olanakiér
bulunabilecegini gostermistir (Sekil 5).
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Sekil 5. Defisik sicakhklarin B. cereus ve B- sub-
tilis kaba enzim aktivitelerine etkisi
(0-0; B cereus, ...; B.subtilis) ¥FC
Broth, : :

~ Enzimin geri kazamilmas calismalarinda

ise, amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle daha yiik-
sek’ aktivite degderleri elde edilmistir, Coktii-
rilen enzim proteini fosfat tampon iginde alkol
ile coktirilen 6rnege gbre daha kolay ¢éziin-
mistir. Ancak bu ysntemde tuz konsantrasyo-
nu grttidindan gokturulmu$ enzim, fosfat tam-
pona karsi diyaliz edilmistir. Elde edilen so-
nuglar Cizelge 3a, ve 3.b.'dekj gibidir.

Benzer izolasyon r,,‘ahgmalart yapan Whita-
ker (1970) ve Cihangir (1987) in bulgulariyla
bu ¢alismada elde edilen sonuclann uyum gos-
‘terdigi belirlenmigtir. 'Boylece basit ekstraksi-
yonla elde edilen gnzim sivilanimn yeterli akti-
viteye sahip olduklar ‘ve. bazt endistrivel uy-
gulamalarda Ikullanuabllec:egi dusunu]mus,;tur

Caligmalarinizda, ylksek _proteaz aktivite-
8. oldugturdugu saptanan B.cereus’un FDA'ya
gdre GRAS mikroorgamzmalar anasmda olma-
mast bunlarin _thda endistrisi disinda bazi en-
distrilerde  kullanilabilecegdini - gostermisgtir.
B. subtiiis ise GRAS organizma olmasing. kar-
$in dahg az enzim. {retmektedir .

Sonug olarak, bu -tki bakterr e u]kemxz
hosullarinda daha kisg surede ve bas:t yéh-

Cizelge 3a. B.cereus Kaba En.im Ekstresinde Cesitli izolasyon .Galigmalari .

Spesifik

Toplam Proteaz % Geri =
Protein Aktivitesi = Aktivite .Ksazang Saﬂa;tl!ma.; L
Hacim (ml) (mg] (U/ml) (U/mg} - - (% Katsawm
Kaba Erzim 250 253,32 610 602.  1000. . 100 .
Coktiirme 50 155,30 2725 877 890 .1,46
Diyaliz 25 56,00 3002 1340 490 , 223
Gizelge 3b. B.subtilis Kaba Enzim Ekstresinde Gesitli izolasyon cahg.mélan
Toplam Proteaz Spesifik % Geri
Protein  Aktivitesi  Aktivite  Kazang Saflagtirma
Hacim (ml) (mg) (U/mp) (U/mg) (%) Katsayisi
Kaba Enzim 250 255,70 537 525 100, 1,00
Coktiirme 50 147,30 1983 673 74,0 1,28
Divaliz 25 61,80 2530 1024 470 1,95

temlerle degisik Szellikteki proteaziarin elde
edilebilecegi anlasthmistir. Ozellikle gevre Kur-
letici etkilerinden dolayr deri sanayiinde uygu-
lanan ve giderek terk edilen kimyasal yéntem-

ter yerlne enzimatik uygulamalarin kullanilma-
st, cesitli endistriler igin uygun proteazlarin
eldesi ve bu yolla doviz kaybimin 6nlenmesi
mimkiin olabilecektir.
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