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Ozet

Mikrobiyal enzimler dnemli bir biyoteknolojik araglardir. Birgok biyolojik ve kimyasal reaksiyonda rol almaktadirlar ve
cesitli endiistrilerdeki farkli alanlarda kendilerine &nemli sayilabilecek bir yer edinmislerdir. Mikrobiyal enzimler
arasindan lipaz ve proteazlar, bu grubun Onemli birer {yeleridirler. Dolayisiyla, bu enzimleri iireten
mikroorganizmalarin se¢imi ve iirettikleri enzimlerin karakteristiklerinin saptanmasi, pek ¢ok arastirmaciy1 bu alanda
calismaya tesvik etmektedir. Bu c¢alismada, Karadeniz deniz sediment 6rneklerinden izole edilmis aktinobakteri
suslarinin hiicre dis1 lipaz ve proteaz enzim iiretim kapasitelerinin belirlenmesi ve pH ile sicaklik kararliliklarinin
saptanmasi amaglanmistir. Calismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, bu organizmalarin iyi birer lipaz ve
proteaz enzim iireticisi Ve bunlarin enzimlerinin genis birer pH ve sicaklik kararliliklarina sahip olduklar1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, proteaz, stabilite, Streptomyces sp.

Production of Lipase and Protease Enzymes from Streptomyces sp. K22 and K30
Strains

Abstract

Microbial enzymes are important biotechnological tools. They play role in several biological and chemical reactions
and have acquired a significant place in different fields in various industries. Among microbial enzymes, lipases and
proteases are important members of the group. Therefore, the selection of microorganisms producing these enzymes and
the determination of their characteristics trigger researchers to work on this field. In this study, it was aimed to
investigate production capacities of extracellular lipase and protease enzymes by actinobacteria strains isolated from
Black Sea sediment samples and to determine their pH and temperature stabilities. In lights of the results obtained from
the study, it was found that these organisms are well-producer of lipase and protease enzymes, and their enzymes have a
wide range of pH and temperature stability.
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1. Giris

Gilinlimiizde endiistriyel iiretimde kullanilan enzimlerin pek ¢ogu mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Ciinki mikroorganizmalardan elde edilen enzimler bitki ve hayvanlardan elde
edilenlerle karsilastirildiginda, aktivitelerinin  yiiksek olmasi, arzu edilmeyen ara {iriin
olusturmamalar1, yiiksek stabilite géstermeleri ve ucuz olmalari ile biiyiik ¢apta elde edilebilmeleri
nedeniyle tercih edilmektedirler (Wiseman, 1987). Yine, mikroorganizmalarin hizli bir sekilde
iireme ve enzim {iretme yetenegi, bu grup organizmalarin endiistriyel talebi karsilamada ilk sirada
yer almasini saglamaktadir (Kumar ve Takagi, 1999). Ayrica, mikrobiyal cesitliligin detayli bir
sekilde incelenmesi ile biyoteknolojik olarak daha kullanishh ve etkin enzimler iiretebilen
organizmalarin ortaya ¢ikarilma ihtimali de her daim arastirmacilari, enzim tiretici yeni mikrobiyal
suslarin kesfine tegvik etmektedir (Oberoi ve ark., 2001).

Aktinobakteriler, gram pozitif bakteriler olup hemen hemen her yerde baskin olarak bulunan
bir gruptur (Goodfellow ve Williams, 1983). Sekonder metabolit iiretim kapasitesi yliksek olan bu
organizmalar ticari olarak yogun bir sekilde farmasotik, notrasotik ve antitiimdr ajanlari ile enzim
ve enzim inhibitorleri gibi pek c¢ok cesitli biyoteknolojik {iriiniin iiretiminde kullanilmaktadir
(Remya ve Vijayakumar, 2008).

Lipaz ve proteaz enzimleri, ¢esitli endiistriyel siiregte yogun bir sekilde kullanim alan1 bulan
hidrolaz enzimleridirler. Lipazlar, tersinir bir sekilde hayvansal ve bitkisel yaglarin parcalanmasini
katalizleyen enzimler olarak bilinirler ve kagit, kozmetik, ilag ve deterjan endiistrisi ile ziraat
kimyasi1 alaninda potansiyel uygulamalara sahiptirler (Rathi ve ark., 2001). Lipazlar giiniimiizde,
Pseudomonas, Bacillus, Candida ve Aspergillus gibi bir¢ok farkli organizma tiirii tarafindan
tiretilmekte ve ticari olarak piyasada yer almaktadir (Godtfredsen, 1990).

Proteazlar ise proteinlerin peptit baglarini kirarak etki gdsteren enzim grubudur (Aehle, 2007)
ve deterjan, gida, kozmetik, ilag, deri ve tekstil sanayisinde, atiklarin islenmesinde, tibbi teshis ve X
1511 filmleri {izerindeki jelatinin bozunmasi gibi pek ¢ok cesitli alanda kullanim bulmaktadir. En
onemli endistriyel proteaz {iireticisi mikroorganizmalar Clostridium, Bacillus ve Pseudomonas
genuslarinda yer almalarina (Maal ve ark., 2009) ragmen Bacillus tiirleri ticari olarak proteaz
iretmek i¢in siklikla kullanilmistir (Ferrero ve ark., 1996).

Aktinobakteri ailesine ait pek ¢ok organizma da, 6zgiil lipaz ve proteaz lreticileri olarak
tamimlanmustir (Sztajer ve ark., 1988; Garcia-Sanchez ve ark., 2004). Lipaz ve proteaz enzimlerinin
birlikte kullanimi deterjan ve tabaklastirma endiistrisinde oldugu gibi bir¢ok yaygin uygulamaya
sahiptir. Dolayis1 ile bu enzimleri ayn1 anda iiretebilen organizmalar oldukca 6nem arz etmektedir

(Rangeetha ve ark., 2008). Bu nedenle belirtilen bu ¢alismada, Karadeniz deniz sedimentlerinden
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izole edilmis iki Streptomycetes susunun hiicre dis1 lipaz ve proteaz enzimi iiretim kapasiteleri ve

stabilitelerinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Mikroorganizmalar

Calismada, Karadeniz deniz sediment 6rneklerinden izole edilmis Streptomyces sp. K22 ve

K30 suslar1 kullanilmustir.

2.2. Lipaz aktivite tayini

Lipaz enzim aktivitesi, Rapp ve Backhaus (1992) tarafindan 6nerilen metot modifiye edilerek
gerceklestirilmistir. Ozetle, 750 ul p-nitrofenol palmitat (pNPP) soliisyonu [10 ml 2-propanol
icerisinde ¢oziindiiriilen 30 mg p-nitrofenil palmitat, 500 pl Triton X-100 igeren 90 ml 50 mM Tris-
HCI (pH 7.0) ilave edilmistir] ile 500 pl 6rnek karistirilmig ve 37°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 100 pl 1 M Na2COs soliisyonu ilave edilmis ve tekrar 37°C’de
15 dakika inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon sonrasi, her bir 6rnekten uygun hacim alinmis ve

415 nm’de spektrofotometrede dl¢lim gergeklestirilmigtir.

2.3. Proteaz aktivite tayini

Proteaz enzim aktivitesinin analizinde, iiniversal proteaz aktivite yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir. Ozetle, 800 ul kazein soliisyonu [50 mM Tris-HCI tamponu (pH 7.0) igerisine %0,65
oraninda kazein ilave edilmistir] ile 320 ul 6rnek karistirilmis ve 37°C’de 15 dakika inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, karisima 800 ul 110 mM trikloroasetik asit (TCA) soliisyonu
ilave edilmis ve karisim tekrar 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra karisim, 8000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmis ve 500 pl filtrat {izerine 1,25 ml 500 mM Na2COs soliisyonu ve
250 pl diliie Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edilmistir. Karisim, su banyosunda 37°C’de 30 dakika
inkiibasyona birakilmig ve inkiibasyon sonrasi, her bir 6rnekten uygun hacim alinmis ve 655 nm’de

spektrofotometrede 6l¢iim gergeklestirilmistir.
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2.4. Total protein tayini

Enzim Orneklerindeki protein miktarlari, Bradford (1976) tarafindan onerilen yontem sigir

serum albiimini standart olarak kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.5. Enzim tiretimi

Hiicre dis1 lipaz ve proteaz enzimlerinin iretimi, batik kiiltiir fermentasyon teknigi ile
gerceklestirilmistir. Lipaz iiretimi, 250 ml Erlenmeyer igerisinde hazirlanmig 50 ml sivi
fermentasyon besiyerinde [g/L: pepton, 5; maya 0ziitii, 5; NaCl, 0.5; CaClz, 0.05 ve %1 tribiitirin,
pH 7.0) gergeklestirilmistir (Kumar ve ark., 2005). Proteaz tiretimi ise 250 ml Erlenmeyer igerisinde
hazirlanmis 50 ml sivi fermentasyon besiyerinde [g/L: glukoz, 10; pepton, 5; maya oziitli, 5;
KH2POs, 1; MgS04.7H20, 0.2, pH 7.0) ger¢eklestirilmistir (Mehrotra ve ark., 1999). Dort giinliik
aktinomiset suslarindan alinmis uygun miktarda siispansiyon, final hacmi %35 olacak sekilde
fermentasyon besiyerlerine ilave edilmis ve erlenler 120 rpm ve 28°C’de 4 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi1 fermentasyon besiyerleri +4°C’de 6000 rpm’de santrifiijlenmis ve

hiicrelerden arindirilmis fermentasyon ekstreleri, miiteakip denemelerde kullanilmistir.

2.6. pH ve sicaklik stabilitesi

Enzimlerin pH stabilitelerin saptanmasinda, enzim ekstreleri iki hacim aseton igerisinde 6000
rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiis ve elde edilen pelletler, 3 ila 10 pH derecelerine sahip
tampon sistemlerinde ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen soliisyonlar, 37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve
enzim aktiviteleri yukarida belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Enzimlerin  sicaklik
stabilitelerinin saptanmasinda ise ekstreler farkli sicaklik derecelerinde (20, 30, 40, 50, 60 ve 70°C)

2 saat inkiibe edilmis ve aktiviteler yukarida belirtildigi gibi saptanmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

Calismamizda, kat1 besiyerlerinde lipaz ve proteaz enzimlerini Trettikleri bilinen
Streptomyces sp. K22 ve K30 suslarinin batik kiiltiir fermentasyon teknigi ile hiicre dig1 enzim
tiretim kapasiteleri incelenmis ve 28°C’de 4 giinliik bir inkiibasyon sonrasinda elde edilen
fermentasyon ekstreleri hiicre disi enzim tretimleri agisindan degerlendirilmistir. Bu aktinomiset
suglari, lipaz enzimi agisindan sirasi ile 0,53 ve 0,46 U/ml; proteaz enzimi agisindan ise 1,71 ve

1,92 U/ml aktivite gostermiglerdir. Bu organizmalarin spesifik enzim aktiviteleri ise lipaz i¢in sirast



Karadeniz Fen Bilimleri Dergisi 7(2), 128-135, 2017 132

ile 11,00 ve 11,29 U/mg ve proteaz i¢in 14,45 ve 18,46 U/mg seklinde olmustur. Elde edilen bu
veriler literatiirdeki ¢alismalar ile kiyaslandigi zaman bu organizmalarin iyi birer lipaz ve proteaz
enzim iireticileri olduklar1 goriilmektedir. Ornegin, Mobarak-Qamsari ve arkadaslar1 (2011)
tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, Pseudomonas aeruginosa KM110 bakterisinden lipaz
iretimi gerceklestirilmis ve ¢alismamiza benzer sekilde yapilan aktivite ¢alismalar1 sonucunda,
substrat olarak zeytinyagi kullanarak pH 7.0’da maksimal lipaz aktivitesini 0,46 U/ml olarak
bulmuslardir.

Streptomyces sp. K22 ve K30 suglar1 tarafindan lipaz ve proteaz enzimlerin pH ile sicaklik
stabiliteleri de ayrica g¢alismamizda incelenmistir. Bu organizmalar tarafindan iretilen lipaz
enzimlerinin, proteaz enzimlerine gore nispeten daha dar bir pH ve sicaklik skalasinda stabil
kalabildikleri saptanmistir (Sekil 1 ve 2). Lipaz enzimi iireten suslar kiyaslandigi zaman ise her iki
susun da birbirine yakin stabilite degerleri gosterdigi saptanmis ve Streptomyces sp. K22 susu diger
susa nazaran pH degisimlerinde daha kararli iken Streptomyces sp. K30 susunun sicaklik

degisimlerinde daha kararli oldugu bulunmustur (Sekil 1).
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Sekil 1. Streptomyces sp. K22 ve K30 suslari lipaz enzimlerinin pH (a) ve sicaklik (b) stabiliteleri
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Sekil 2. Streptomyces sp. K22 ve K30 suslari proteaz enzimlerinin pH (a) ve sicaklik (b) stabiliteleri

Proteaz enzimleri ise hem pH hem de sicaklik agisindan genis birer stabilite skalasina sahip

olmustur (Sekil 2). Her iki organizma tarafindan iiretilen proteaz enzimleri, 2 saat boyunca 20 ila
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70°C arasindaki sicaklik uygulamalarina maruz kalmalar1 sonucunda hala belirgin aktiviteler
gostermislerdir. Yine de, 8’den sonra pH derecelerinde ve 40°C’den sonraki sicaklik derecelerinde
yaklasik olarak %50’ye varan birer aktivite kayb1 yasamislardir.

Stabilite sonuglari, literatiir ile kiyaslanacak olursa bu organizmalar tarafindan iiretilen lipaz
ve proteaz enzimlerinin dnemli stabilite degerlerine sahip olduklar1 agik¢a gériinmektedir. Ornegin,
Ghorbel ve arkadaslar1 (2014) tarafindan hiicre dis1 proteazlarin izolasyonu ve karakterizasyonu
konusunda gergeklestirilen ¢alismada arastirmacilar, Streptomyces flavogriseus HS1 aktinobakteri
tiiriinden elde ettikleri proteaz enzimin pH 6 ila 10 dereceleri arasinda %80 civar1 termal stabiliteye
sahip olduklarini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar, bu enzimin bir saat boyunca 40 ve 50°C’de
bekletildiginde yaklagik olarak sirasi ile %10 ve 25 civar aktivite kaybettigini, 60°C’de bir saat
bekletildiginde ise aktivitenin tamamen yok oldugunu rapor etmislerdir. Calismamizdan elde
edilenler bu sonuglar ile karsilastirildiginda, calismada kullanilan organizmalar bu literatiir ile
benzer pH stabiliteleri gostermelerine karsin sicaklik stabilitelerinde ©nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Sekil 2b’de de goriildiigii gibi, 2 saat 60°C’de bekletildikten sonra bile proteaz
enzimleri yaklasik %40-50 civar1 aktivite gostermislerdir. Bir diger ¢aligmada lzrail-Zivkovic ve
arkadaglar1 (2010), P. aeruginosa ATCC 27853 tiiriinden proteaz enzimini izole etmisler ve kismi
saflagtirmiglardir. Gergeklestirilen denemeler sonrasinda elde edilen proteaz enzimi, sadece nétral
ve bazik pH kosullarinda stabil kalabilmis asidik kosullarda ise aktivitesini neredeyse tamamen
kaybetmistir. Sicaklik stabilitesi agisindan ise enzim, 50°C’de 1.5 saat bekletildiginde sadece %20
civari bir aktivite kayb1 yasarken 60 ve 70°C sicakliklarda ise aktivitesinin yaklasik %80 ila 90’11
kaybetmistir. Yine, calismamizdan elde edilen stabilite sonuglart bu literatiir ile kiyaslandiginda
Streptomyces sp. K22 ve K30 suslar1 tarafindan iiretilen proteaz enzimlerinin daha iyi stabilite
gosterdikleri aciktir. Proteaz enzimlerinin yam sira, Ulker ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
Trichoderma harzianum tiiriiniin rettigi lipaz enziminin izolasyonu ve karakterizasyonu konulu
calismada arastirmacilar, elde ettikleri lipaz enzimini 20 dakika boyunca 20 ila 80°C sicakliklara
maruz birakmislar ve sonugta, enzimin sadece 20 ila 40°C arasinda yiiksek stabilite gosterdigini
sicakligin artmasi ile enzimin tamamen aktivitesini kaybettigini belirtmislerdir. Caligmamizda lipaz
enzimleri, benzer stabilite sonuglar1 gostermisler ancak 2 saat boyunca yliksek sicakliklara maruz
kalmiglardir. Diger taraftan, aragtirmacilar 24 saat boyunca +4°C’de farkli pH derecelerinde enzim

solisyonunu bekletmisler ve calismamiza benzer pH stabiliteleri elde etmislerdir.

4. Sonug¢

Enzimler hakkindaki bilgilerimizin ¢ogu eskilere dayanmakla birlikte, glintimiizde enzimlerin

tiretiminde mikroorganizmalarin  kullanimi  yakin ge¢cmise dayanmaktadir. Fermentasyon
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ortamlarinin zenginlesmesi, iiretim kosullarinin gelismesi ve dogru suslarin se¢imi gibi pek cok
sebep, enzimlerin iiretiminde mikrobiyal kaynaklar1 6n plan ¢ikarmistir. Mikrobiyal enzim
teknolojisinde en temel ve dnemli konu, en uygun enzim ve bu enzimi iireten tiirlin se¢imidir. Bu
baglamda, mevcut ¢alismada, yeni enzim {iretici suslarin belirlenmesi ve bu enzimlerin pH ve
sicaklik stabilitelerinin saptanmasi amaglanmis olup elde edilen veriler ¢esitli endiistriyel siireclerde
bu organizmalarin ve/veya onlarin enzimlerinin kullanilabilecegini gostermektedir. Siiphesiz, bu

enzimlerin saf bir sekilde elde edilmesi ve detayli karakterizasyonunun saglanmasi elzemdir.
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