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OZET

SUNME ETMENI Bacillus TURU BAKTERILERIN HUCRE DISI PEPTIDAZ
URETME YETENEKLERININ BELIRLENMESI, PEPTIDAZ URETIMININ
KISMi OPTIMIZASYONU, SAFLASTIRILMASI ve KARAKTERIZASYONU

Fundagiil EREM

Doktora Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Danisman: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
Haziran 2014, 157 Sayfa

Bu calismada; Bacillus tiirlerinin peptidaz {iretme kapasitelerinin ve bu
peptidazlarin endiistriyel kullanim i¢in uygun olup olmadiklarimin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Bu amagla, iiretilen peptidazlarin kismi optimizasyonu, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu yapilmaistir.

Calismanin ilk asamasinda siinmiis ekmekten izole edilmis 39 adet Bacillus tiirii
hemolitik (Hbl) ve hemolitik olmayan (Nhe) enterotoksin liretimi agisindan toksin
kitleri yardimiyla taranmistir. Ardindan bu toksinlerin her ikisini de iiretmedigi tespit
edilen 14 adet susun 30 °C, 37 °C, 50 °C ve 55 °C’de hiicre dis1 peptidaz iiretme
yetenekleri, peptidaz aktivitesinin Ol¢iilmesi suretiyle belirlenmistir. Peptidaz
tiretiminde kullanmak iizere bu 14 sustan iinite/ml cinsinden peptidaz aktivitesi en
yiiksek olan K1 ve K10 suslar ile {inite/ml/OD cinsinden aktivitesi en yiiksek olan N§
susu secilmigtir. Karsilastirma saglayabilmek icin  Bacillus subtilis PY22,
B. subtilis RSK 244 ve B.subtilis RSK 246 suslarinin da peptidaz aktivitesi
belirlenmistir.

Calismanin ikinci asamasinda; bir kerede bir faktér yaklasimi kullanilarak
secilen K1, K10 ve N8 suslar1 i¢cin en uygun enzim tiiretim besiyeri bilesimi ve kosullar
belirlenmistir. Bu amagla en iyi aktivite degerini saglayan karbon ve azot kaynagi ile
karbon/azot orani, ¢alkalama hizi ve on kiiltlir besiyeri maliyet unsuru da géz Oniinde
bulundurularak tespit edilmistir. En iyi karbon ve azot kaynaginin sirasiyla, glukoz ve
maya ekstrakti oldugu saptanmistir. Ayrica karbon/azot oraninin 1:5, ¢alkalama hizinin
250 rpm olmas1 durumunda ve 6n kiiltiir hazirlanmasi i¢in enzim iiretim ortami ile ayni
besiyeri kullanildiginda daha iyi aktivite degeri elde edilmistir.

Calismanin iiclincli asamasinda; bir dnceki asamada en iyi peptidaz aktivitesi
saglayan K1 susu kullanilarak yanit yiizey yontemi ile peptidaz {iretiminin
optimizasyonu ¢alismasi yapilmis; sicaklik, besiyeri baslangic pH’s1 ve inokiilasyon
orant faktor olarak sec¢ilmistir. Peptidaz iiretimi agisindan K1 susu i¢in en uygun
sicaklik 33.4 °C, besiyeri baglangic pH’st 6.62, inokiilasyon orant %2.3 olarak
belirlenmistir. Bu kosullarda peptidaz aktivitesi 49.17 iinite/ml olarak 6l¢iilmiis, spesifik
aktivite ise 504.77 {linite/mg olarak hesaplanmistir.

Son agamada ise optimum kosullarda iiretilen ham enzim ¢ozeltisi (peptidazlar),
afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilip bazi 6zellikler acisindan karakterize



edilmistir. Peptidazlar %25 verim ve 1.53 katlik saflastirma katsayisi ile kismi olarak
saflastirilabilmistir. Kismi saflastirilan peptidaz ¢ozeltisinin optimum pH’sinin 7.5
oldugu ve pH 7.0-8.5 arasinda 37 °C’de 2 saat inkiibasyon sonunda aktivitesini yaklasik
%90 oraninda korudugu tespit edilmistir. Kismen saflastirilan peptidaz ¢ozeltisinin
optimum sicakliginin 60 °C oldugu ancak 50 °C’de aktivitesini 60 °C’ye gore daha
uzun siire korudugu belirlenmistir. Kismi olarak saflastirilan enzim ¢ozeltisinin O-FEN
ve EDTA (1-4 mM) varliginda inaktive olmasi, baskin peptidazin metalopeptidaz
oldugunu gostermistir. Ayrica SDS-PAGE ve zimografi analizlerinin karsilastirmali
olarak degerlendirilmesi ile kismen saflastirilan enzim ¢6zeltisindeki metalopeptidazin
molekiil agirliginin 36 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir. Enzim aktivitesini
5mMK™ %4, 5 mM Mn"™ iyonu da %6 oraninda artinrken; Hg™ ve Fe™ iyonlari,
enzimi inaktive etmistir. Kismi saflagtirilan enzim ¢ozeltisinin SDS (%0.1-1.0 w/v)
varliginda inaktive oldugu; %0.1-1.0 (v/v) Triton X-100, Tween 20, Tween 80 ile %]1-
20 (v/v) ksilen, etanol, aseton ve asetonitril varliginda ise bu maddelerin
konsantrasyonuna da bagli olmak tizere 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda
aktivitesini biiyiik 6l¢iide korudugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bacillus, karakterizasyon, peptidaz (proteaz), saflastirma,
yanit ylizey yontemi
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ABSTRACT

DETERMINATION OF EXTRACELLULAR PEPTIDASE PRODUCING
ABILITY OF ROPE-FORMING STRAINS OF Bacillus, PARTIAL
OPTIMIZATION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE
PEPTIDASE

Fundagiil EREM

PhD. in Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muharrem CERTEL
June 2014, 157 Pages

In this study, the aim was to evaluate the peptidase producing capacity of
Bacillus species and whether they are suitable for industrial use. For this purpose,
partial optimization, purification and characterization of the peptidases produced was
performed.

In the first part of the study 39 Bacillus species isolated from ropy bread were
investigated by toxin kits for the production of hemolytic (Hbl) and non-hemolytic
(Nhe) enterotoxins. Then, 14 of the strains which were found not to produce either of
these toxins were analysed for their extracellular peptidase production capacity at 30 °C,
37 °C, 50 °C and 55 °C, by measuring the peptidase activity. Among these 14 strains,
K1 and K10 which has the highest peptidase activity in unit/ml and N8 which has the
highest activity in unit/ml/OD were selected for use in the production of peptidase.
Peptidase activity of Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 and
B. subtilis RSK 246 were also determined for comparison purposes.

In the second part of the study, the optimum enzyme production media
composition and conditions were determined for the strains K1, K10 and N8 selected by
using one factor at a time method approach. For this purpose, carbon source, nitrogen
source, carbon/nitrogen ratio, agitation rate and inoculum culture media which ensure
the best peptidase activity were determined by considering the cost-effectiveness. The
best carbon and nitrogen source was determined as glucose and nitrogen, respectively.
Furthermore, better enzyme activity was obtained with a carbon/nitrogen ratio of 1:5,
agitation rate of 250 rpm and use of the same media for preparing inoculum culture as
for enzyme production.

The third part of the study involved the optimization of peptidase production
through response surface methodology using the K1 strain, which yielded the best
peptidase activity in the previous part. Temperature, initial pH of media and inoculation
rate were used as the factors for this process. The optimum temperature, initial pH of
media and inoculation rate in terms of peptidase production were found as 33.4 °C, 6.62
and 2.3% respectively. Peptidase activity of 49.17 unit/ml was measured and specific
activity of 504.77 units/mg was calculated for the crude enzyme under these conditions.

il



In the last part of the study crude enzyme solution (peptidases) produced under
the optimum conditions mentioned above were purified by affinity chromatography and
characterized in terms of some of their properties. Peptidases could be partially purified
with an efficiency of 25% and a purification coefficient of 1.53. It was determined that
the optimum pH of partially purified peptidase solution was 7.5 and the peptidases
retained approximately 90% of its initial activity between the pH range of 7.0-8.5 after
an incubation at 37 °C for 2 hours. It was found that the optimum temperature for the
partially purified peptidase was 60 °C, however, the enzyme mixture did retain its
activity for a longer period of time at 50 °C. The inactivation of the partially purified
enzyme in the presence of O-FEN and EDTA (1-4 mM) showed that the peptidases
produced were metallopeptidase. Furthermore, it was determined with the use of SDS-
PAGE and zymography analysis that the approximate molecular weight of the partially
purified enzyme was 36 kDA. Five mM of K™ and 5 mM of Mn"? ions increased the
enzyme activity by 4 and 6% respectively, on the other hand, Hg"* and Fe™ ions
inactivated the enzyme. It was determined that the partially purified enzyme was
inactivated in the presence of SDS (%0.1-1.0 w/v), however the enzyme retained most
of its activity upon incubation at 37 °C for 30 minutes in the presence of %0.1-1.0 (v/v)
Triton X-100, Tween 20, Tween 80 and %1-20 (v/v) xylene, ethanol, acetone and
acetonitrile.

KEYWORDS: Bacillus, characterization, peptidase (protease), purification, response
surface methodology
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ONSOZ

Insanoglunun enzimleri kullanmasi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir. Ilk
zamanlarda enzimlerden bilingsizce faydalanilirken, bilimsel ve teknolojik gelismelerle
birlikte enzimlerin varligi ve onemi anlasilmis, enzimler farkli kaynaklardan ticari
olarak iiretilmeye baslanmustir. Uretimde mikrobiyal kaynaklarmn kullanilmasi ve enzim
teknolojisindeki gelismeler, arzu edilen Ozelliklere sahip enzimleri iiretebilmek igin
alternatif yollarin bulunmasina olanak tanimistir. Diinyadaki biiyiikk enzim pazar
karsisinda Tiirkiye yeterli liretim seviyelerine ulasamamis, enzim konusunda digariya
bagiml kalmistir. Ozellikle mikrobiyal enzim iiretimindeki darbogazlarin giderilmesi,
enzim verimliligi yiliksek suslarin bulunmasi ve enzim miihendisligi ¢alismalar ile
aradaki acigin kapatilabilmesi, Tiirkiye’'nin kendine yetebilir hale gelmesi
saglanmalidir.

Endiistriyel olarak en fazla yararlanilan enzimlerden olan peptidazlar ticari
olarak en fazla Bacillus tiirleri araciligiyla iretilmektedir. Bu ¢alismada da siinmiis
ekmek i¢inden izole edilen Bacillus tiirleri araciligiyla peptidaz liretimi gergeklestirilmis
ve enzimin endiistriyel agidan dnem arz eden bazi temel Ozellikleri belirlenmistir.
Uretimde kullanilan sus ve elde edilen enzimle ilgili ileri diizeydeki calismalarla
enzimin ticari diizeyde kullanilabilirliginin saglanabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligmanin gerceklestirilmesi sirasinda yardim ve destegini esirgemeyen
danmisman hocam Prof. Dr. Saym Muharrem CERTEL’e, yorum ve katkilariyla
calismaya yon veren Prof. Dr. Sayin Mehmet INAN’a, tecriibe ve tavsiyelerinden
yararlandigim Yrd. Dog. Dr. Sayin Bar¢in KARAKAS’a ve Dog. Dr. Sayin Irfan
TURHAN’a tesekkiirii bir borg bilirim. Ayrica ¢alismaya tavsiyeleriyle destek veren ve
bazi analizlerin gerceklestirilmesi sirasinda laboratuvarini kullanma imkani sunan Tez
Izleme Komitesi iiyelerinden Yrd. Do¢. Dr. Sayin Cengiz IKTEN’e (Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii) tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalart sirasinda destekleri ile her an yanimda olan
arkadaslarim, doktora 6grencileri Mert KARAOGLAN ve Fidan ERDEN ile Aras. Gor.
Ulgen ilknur KONAK’a; manevi destegi ile yardimini esirgemeyen Dog. Dr. Saym
Ahmet KUCUKCETIN’e ve desteklerini her zaman hissettigim arkadaslarim Aras. Gor.
Ayse ASCI ARSLAN’a, Aras. Gor. Ciineyt DINCER’e ve Ogr. Goér. Mehmet
TORUN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez metninin sekilsel olarak diizenlenmesindeki katkilarindan dolayr doktora
ogrencisi Nisa DURAK’a ve aragtirmayr maddi olarak destekleyen Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne ayrica tesekkiir
ederim.

Son olarak en biiylik tesekkiirii ise destekleriyle her zaman yanimda olan, beni
cesaretlendiren, ¢alismamim tamamlanmasi1 sirasinda biiyilk 6zveri gosteren babam
Mehmet Nail EREM’e, annem Inci EREM’e ve kardesim Bilge Riiya EREM’e sunarim.
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1. GIRIS

Biyoteknoloji, yeni olarak nitelendirilebilecek bir bilim olmasina ragmen,
teknoloji olarak olduke¢a eskidir. Cok eski zamanlardan beri yapilan; peynir, ekmek,
sarap, bira gibi irlinlerin iiretimi, tarimsal uygulamalar ve daha bir¢ok geleneksel
aktivite biyoteknolojinin kapsami igindedir. Biyoteknoloji terimi ilk kez 1917 yilinda,
genis Olcekli fermantasyon prosesi ile farkli endiistriyel kimyasallarin {iretilmesiyle
birlikte kullanilmaya baslanmistir. Cok ¢esitli tanimlar yapilabilmesine ragmen, genel
anlamda biyoteknoloji ¢esitli maddelerin iiretimi i¢in canli organizmalarin, hiicrelerin
ya da hiicresel bilesenlerin kontrollii olarak kullanilmasi olarak tanimlanabilmektedir
(Nair 2008). Biyoteknoloji; mikrobiyoloji, genetik, biyokimya/kimya, gida bilimi, gida
teknolojisi ve miihendisligi, mekanik miihendisligi, biyokimya/kimya miihendisligi,
elektronik gibi farkli alanlar1 kapsayan disiplinlerarasi bir bilimdir (Smith 2004).
Biyoteknolojinin bir alt dali olan enzim teknolojisinin temel ilgi alani, enzimler
aracilifiyla yeni prosesler ya da yiliksek katma degerli iiriinler gelistirebilmek veya
ihtiyaclan karsilayabilecek yeni enzimler tiretmektir (Buchholz vd 2005).

Enzimler, canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlari
spesifik olarak katalizleme yeteneginde olan, protein yapisindaki maddelerdir.
Hiicredeki islevlerinin yani sira hiicre disinda da aktivite gosterebilen enzimler ticari
olarak bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan tiretilmektedir (Temiz 1998).

Bitkisel ve hayvansal dokular 1960’11 yillarda, %70’lik bir pay ile enzim
iiretiminde kullanilan en 6nemli kaynaklar iken; 20 yil sonra durum degismis, birgok
endiistriyel enzim mikrobiyal kaynaklar kullanilarak {iretilmeye baglanmistir.
Giiniimiizde bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal enzimlerin toplam enzim iiretimindeki
paylar yaklasik olarak, sirasiyla, %5, %10 ve %85°dir (Illanes 2008).

Mikrobiyal enzimlere karsi artan ilgi, bitkisel ve hayvansal kokenli enzimlerin
diinyadaki talebi karsilayamamasinin bir sonucudur. Bunun yani sira mikrobiyal kokenli
enzimlerin diger kaynaklara tercih edilmelerinin nedeni, biyoteknolojik uygulamalar
icin gerekli olan 6zelliklerin neredeyse tamamina sahip olmalaridir. Daha genis bir ifade
ile; mikroorganizmalarin olduk¢a dinamik bir metabolizmaya sahip olmasi, mikrobiyal
enzimlerin katalitik aktivitelerinin bitkisel ve hayvansal enzimlere gore ¢ok daha yiiksek
olmasi, ortama kolay uyum saglayabilmeleri, derin ya da ylizey kiiltiir fermantasyonu
ile kolaylikla cogaltilabilmeleri, besin isteklerinin az olmasi, bulunabilirliklerinin
mevsimsel faktorlere bagli olmamasi, hem ¢evresel hem de genetik olarak kolaylikla
idare edilebilmeleri, iiretimi artirmak icin sus gelistirmenin miimkiin olmas1 mikrobiyal
kokenli enzimlerin tercih edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Adrio ve Demain 2005,
Illanes 2008). Mikrobiyal enzimler daha giivenilir, stabil ve ucuz olup fazla miktarda
iiretilebilmekte, aktiviteleri sonucu istenmeyen yan iirlin olusturmamaktadir (Kiran vd
2006). Ayrica ideal olmayan kosullarda depolandiklarinda bile aktivitelerinde meydana
gelen kayip, bitkisel ve hayvansal enzimlerde olusan kayiplardan daha az olmaktadir
(Gupta vd 2002a). Ticari olarak {iretilen ve kullanilan enzimlerin ¢ok biiyiik bir kismu,
mikrobiyal organizmalar tarafindan iretilmekte ve endiistriyel enzim kullanimi tiim
diinyada biiyiikk bir hizla artmaktadir (Glimiisel 2010). Mikrobiyal enzimlerin
biyoteknolojik siirecler eliyle liretilmeleri ve ¢esitli matrikslere baglanarak daha kararli
kilinmalar1, enzimlerin endiistriyel kullanimindaki artisin temel nedenleri arasindadir.



Enzim iirettigi bilinen bir ¢ok mikroorganizma olmasina ragmen, iiretimde ticari
olarak kullanilabilen, genel olarak giivenli oldugu kabul edilen (GRAS), toksik ve
patojen olmayan ¢ok az sayida mikroorganizma bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi
bliylimeleri ve sporlasmalari sirasinda bircok enzimi sentezleyen, ticari olarak
bulunabilen enzimlerin yaklasik %60’ 1nin karsilandig1 Bacillus tiirleridir. Diinya enzim
pazarinin yaklasik %?20’lik bir kismini Bacillus tiirlerinden elde edilen termostabil
proteolitik enzimler, bunlarin ¢ogunlugunu ise deterjan endiistrisinde (%35) kullanilan
peptidazlar olusturmaktadir (Beg vd 2002, Gupta vd 2002b, Westers vd 2004). Uretilen
peptidazlarin ¢ogunlukla deterjan endiistrisinde kullaniliyor olmasi enzimin yliksek
sicakliklara dayanikli olmasini, aktivitesini koruyabilmesini yani termostabil olmasini
gerekli kilmaktadir. Deterjanlarda kullanilan peptidaz ve amilazlarin neredeyse
tamaminin Bacillus kaynakli oldugu bildirilmektedir (Outtrup ve Jorgensen 2002).

En Onemli endiistriyel enzimler arasinda yer alan, diinya ¢apinda, endiistriyel
pazarda yaklasik %60°lik bir paya sahip olan peptidazlarin olduk¢a genis bir uygulama
alan1 bulunmaktadir (Lazim vd 2009). Ozellikle gida, deterjan, ilag, deri, dokuma ve
kimya sanayiinde peptidazlardan yogun olarak yararlanilmaktadir (Guangrong vd
2008).

Peptidazlar saf enzimlerden daha ziyade karisim halinde kullanilmaktadir. Tlk
olarak bazi bitki 6z sular1 ve hayvanlarin midesinden elde edilen kimozin igeren rennet
seklinde, peynir yapiminda siitii pihtilastirmak i¢in kullanilmistir. Ayrica etleri
yumusatmak, birayr durultmak, peynir ve hayvansal gidalara aroma kazandirmak, deri
sanayinde killar1 uzaklastirmak, deriyi daha yumusak ve esnek hale getirmek icin de
peptidazlardan yararlanilmaktadir. Peptidazlarin deterjan ve kontakt lens temizleme
cozeltilerinde de c¢ok yaygin bir kullanim alant bulunmaktadir. Tipta; bagirsak
parazitleri ile miicadelede, yaniklarda 6lii derinin uzaklastirilmasinda, kan gruplarinin
belirlenmesinde, fitik vakalarinda disklerdeki kikirdaklar1 pargalayarak sirt agrilarinin
azaltilmasinda peptidazlar etkili olmaktadir. Peptidazlar, laboratuvarlarda proteinlerin
sinirlt  proteolizi ve protein dizilimlerinin belirlenmesi i¢in gerekli peptidlerin
olusturulmasi amaciyla ayirag olarak da kullanilmaktadir (Rawlings vd 2007).

Enzim sistematiginde hidrolazlar grubu altinda yer alan peptidazlar (EC 3.4),
proteinlerin peptid baglarinin  hidrolizini katalizleyerek protein ya da biiylik
polipeptidleri kisa peptitlere ya da serbest amino asitlere doniistiiren bir enzim grubudur
(Barrett 2001, Salleh vd 2006). Peptidaz, proteaz, proteolitik enzim gibi farkl sekillerde
ifade edilebilmelerine karsin Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi-
Terimleme Komitesi (NC-IUBMB), bu enzimlerin peptidaz olarak isimlendirilmesini
onermektedir’.

Ekmeklerde goriilen ve ekonomik kayiplara yol acan en Onemli mikrobiyal
bozulmalardan/hastaliklardan biri olan siinme (rope) hastalifinin etmeni Bacillus
tirleridir. Baskin tiirler basta Bacillus subtilis olmak iizere B. licheniformis,
B. megaterium, B. pumilus ve B. cereus’dur (Sorokulova vd 2003). Toprak kokenli olan

'Bu tez calismasinda peptidaz ifadesine yer verilmis, mevcut literatiirlerde bulunan farkli ifadeler de
karigiklik olugsmamasi i¢in peptidaz olarak degistirilerek kullanilmigtir.



bu bakteriler ekmege un, su, maya ve katki maddeleri gibi hammaddeler yoluyla
bulagmaktadir (Smith vd 2004). Hastaligin olusmasina, pisirme islemi sirasinda,
hastalik etmeni bakterilerin vejetatif formlarinin c¢ogu Oliirken, ozellikle ekmek
merkezine yakin kisimlarda sicakligin 100 °C’nin altinda kalmast ve bu bakterilerin
sporlart aracilifiyla canliliklarini siirdiirmeleri neden olur. Ekmeklerin, bakteri
sporlarinin ¢imlenmesine elverigli nem ve sicaklik kosullarinda depolanmasi ile
bakteriler vejetatif hale geger, cogalir, amilaz ve peptidaz salgilayarak ekmekte hastalig
baslatir (Volavsek vd 1992). Sporlar sayesinde ekmek icindeki yiiksek sicakliga
dayanabilen bu bakterinin iirettigi peptidazin da termostabil bir enzim olabilecegi
distiniilmektedir.

Bu caligmada; siinme (rope) hastaligi olusan ekmek i¢inden izole edilmis
Bacillus tiirleri ile peptidaz iiretiminin kismen optimizasyonu, saflastirilmasi ve
karakterizasyonu yapilarak, liretilen enzimin endiistriyel kullanim i¢in uygun olup
olmadigmmin degerlendirilmesi, endiistriyel {iiretim icin bazi ©On parametrelerin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu baglamda, oncelikle ekmeklerden izole edilmis Bacillus
tiirlerinde enterotoksin taramasi yapilmis ve calismaya toksin iiretmeyen tiirler ile
devam edilerek bu tiirlerin peptidaz iiretme kapasiteleri belirlenmistir. Peptidaz liretme
kapasitesi en yiiksek olan Bacillus tiirii kullanilarak peptidaz liretimi i¢in uygun karbon
ve azot kaynag ile calkalama hizi gibi bazi parametreler tespit edilmis ve yanit ylizey
yontemi ile optimizasyonu denemesi yapilmistir. Bunun i¢in sicaklik, besiyeri baglangig
pH’s1 ve inokiilasyon orani faktor olarak se¢ilmistir. Fermentasyon islemi c¢alkalamali
inkiibatorde engelli erlenlerde gergeklestirilmis ve enzim aktivitesindeki artis referans
olarak alinmistir. Fermentasyon siiresince belirli araliklarla 6rnek alinarak hiicre
konsantrasyonu, enzim aktivitesi, toplam protein ve glukoz miktar1 tayin edilmis ve
ardindan tretimin degerlendirilmesi i¢in bazi hesaplamalar yapilmistir. Optimizasyonu
tamamlanan enzim, afinite kromatografisi ile kismen saflastirilmis ve enzimin
karakterizasyonu yapilmaistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Bacillus’lar Hakkinda Genel Bilgi

[k kez 1872°de Ferdinand Cohn tarafindan tanimlanan Bacillus cinsi, fizyolojik
ve ekolojik oOzelliklerden, DNA dizilimi ve gen diizenlemesine kadar ¢ok biiyilik
farkliliklar gosteren tiirleri igermektedir. Bu nedenle siniflandirilmalarinda zorluklar
yasanmis, sadece Bacillus subtilis ve Bacillus anthracis’i igeren ilk siniflandirma zaman
gectikce biiylik degisime ugramistir (Fritze 2004, Slepecky ve Hemphill 2006). Bacillus
tiirlerinin gerek fizyolojik 6zelliklerinin gerekse kiiltiirel ve besinsel 6zelliklerinin dogru
olarak belirlenmesini saglayacak izolasyon prosesleri ve zenginlestirme metotlarin
uygulanmaya baslanmasi, bunun yan1 sira bakteri tiirlerinin tanilanmasi ve karakterize
edilmesi i¢in yeni yOntemlerin  gelistirilmesiyle  birlikte,  Bacillus’larin
siniflandirilmasinda énemli diizeyde ilerleme saglanmistir. Bacillus cinsinin sistematik
siniflandirmadaki yeri Sekil 2.1°de verilmistir (Fritze 2004).
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Sekil 2.1. Bacillus’larin sistematik siniflandirmadaki yeri

Bacillaceae familyasindan olup dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Bacillus’lar;
aerobik ya da fakiiltatif anaerobik, Gram-pozitif, ¢ubuk seklinde bakterilerdir. En
onemli ayirt edici Ozellikleri ise endospor olusturarak c¢ok cesitli cevresel stres
kosullarina (1s1, radyasyon, kurutma, ekstrem pH degerleri, toksik kimyasallar gibi)
kars1 dayaniklilik gosterebilmeleridir (Sneath vd 1984). A¢lik durumunda olusan sporlar
dormant (hareketsiz ya da uyku hali) haldedir ve bu sekilde canliligin1 milyonlarca yil



muhafaza etmesi miimkiindiir (Nicholson vd 2000). Sporlar dogada sadece, germinant
olarak isimlendirilen, besin maddelerine cevap olarak ¢imlenmektedir. Cimlenmeyi
tetikleyen besin maddeleri genellikle tek baslarina amino asitler, sekerler ya da purin
niikleositleridir. Ancak kombine haldeki besin maddeleri de g¢imlenmeyi
tetikleyebilmektedir. Spor, c¢evresini slirekli kontrol etmekte ve biiyiimesi i¢in uygun
kosullar olustugunda ¢imlenerek her tiirlii yasamsal faaliyetini gergeklestirebilecegi
vejetatif hale gegmektedir (Moir 2003, Setlow 2003).

Bacillus cinsi bakteriler, endiistriyel alanda ¢ok fazla kullanilmakta ve bu
bakterilere olan ilgi her gecen giin artmaktadir. B. subtilis basta olmak iizere bu cinse ait
tiirlerin biyokimyasal, fizyolojik ve genetik Ozellikleri hakkinda fazla bilgi sahibi
olunmasi (uzun zamandir ¢alisiliyor olmast nedeniyle), bu tiirlerin endiistriyel
proseslerde kullanilma oraninin artmasi ve gelistirilmesinin hizlanmasinda biiyiik rol
oynamistir (Schallmey vd 2004). Bacillus cinsi, fermantasyonla metabolit ve enzim
iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, bu cinse ait
tiirlerin cogunun patojen olmamasi (GRAS tiirlerin bulunmasi), protein ve metabolit
salgilamalarmin ¢ok iyi olmasi1 ve kiiltiire alinmalarinin yani gelistirilmelerinin ¢ok
kolay olmasidir. Patojen olmayan Bacillus tiirlerinden, dogrudan gidalarin ya da gida ve
ilag imalinde kullanilan enzimlerin iiretiminde giivenilir olarak yararlanilabilmektedir
(Dahl 1999, van Dijl ve Hecker 2013). Ayrica antibiyotik, probiyotik bilesen,
antagonistik madde, yiizey aktif madde iiretiminde ve zenobiyotik degradasyonunda
Bacillus tiirlerinden 6zellikle de B. subtilis’den biiyiik 6l¢iide yararlanilmaktadir (Fritze
2004).

2.1.1. Toksin Ureten Bacillus Tiirleri

Bacillus cinsi biinyesinde cogunlukla GRAS olan tiirler olmasina ragmen,
aralarinda patojen olan tiirler de bulunmaktadir ve bunlar genetik olarak da benzerlik arz
etmektedir. Bacillus anthracis memelilerde antraksa, insektisidal 6zelligi sebebiyle
yaygin olarak kullanilan Bacillus thuringiensis ise gida kaynakli hastaliklara neden
olmaktadir. Urettigi toksinler aracihigi ile gida zehirlenmesine neden olan Bacillus
cereus, ayrica endoftalmit (goziin i¢ dokularinin iltihaplanmasi), endokardit (kalp i¢
zarmin iltihaplanmasi), menenjit (beyin zarinin iltihaplanmasi), periodontit (dis
dokularinin iltihaplanmasi1), osteomiyelit (kemik iliginin iltihaplanmasi), yara
enfeksiyonlar1 ve septisemi (kan zehirlenmesi) gibi lokal ve sistemik enfeksiyonlara da
neden olmaktadir (Schoeni ve Wong 2005). Bunlarin yani sira, daha az bilinmekle
birlikte, bir¢ok endiistriyel uygulamada yaygin olarak kullanilan B. licheniformis,
B. subtilis, B. mojavensis, B. pumilus ve B. fusiformis gibi tiirlerin de toksin {iretebildigi
ve gida zehirlenmesine neden olabilecegi belirlenmistir (Salkinoja-Salonen vd 1999,
Suominen vd 2001, From vd 2005).

Bacillus cereus tarafindan tretilen toksinler, diyarel ve emetik sendrom olarak
ifade edilen iki farkli tipte gida zehirlenmesine neden olmaktadir. Bacillus cereus
toksinlerinin siniflandirilmasi Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Bacillus cereus toksinlerinin siniflandirilmasi

Diyarel sendrom, bakterinin ince bagirsakta iirettigi, 1siya karst dayanikhi
olmayan enterotoksin araciligi ile olusmakta, epitel hiicrelere etki ederek bagirsakta
asirt miktarda sivi salgilanmasina ve bunun sonucu olarak da diyareye neden olmaktadir
(Lindbéck ve Granum 2006). Bakterinin kendi gelisim evresi agisindan bakildiginda ise
enterotoksin, vejetatif biiylime esnasinda, temel olarak da logaritmik fazin sonlarinda
iretilmektedir (Granum vd 1993).

Diyarel hastaliklarda biiyiik rol oynadig1 iddia edilen; hemolitik [hemolisin BL
(Hbl)], hemolitik olmayan (Nhe) ve sitotoksin K (CytK) olmak iizere 3 farkh
enterotoksin bulunmaktadir. Hbl, membran parcalayict bir sistem olup 3 farkli alt
bilesenden (B, L;, L,) olusmaktadir. Bunlar arasindan HbIB baglayici (binding), HbIL,;
ve HblL, parcalayici (litik) bilesen olarak bilinmektedir. Protein yapisindaki bu ii¢ farkl
bilesen, birbirinden bagimsiz olarak salgilanmaktadir ve toksinin maksimum biyolojik
aktivite gostermesi i¢in ticline de gerek duyulmaktadir. Nhe de Hbl gibi birbirlerinden
bagimsiz olarak salgilanan {i¢ alt bilesenden (A, B, C) olusmaktadir ve neredeyse biitiin
B. cereus suslar tarafindan tiretilmektedir. NheB, enterotoksin kompleksinin baglayici
bilesenidir. Maksimum toksik aktivitenin olusabilmesi i¢cin NheA, NheB ve NheC’nin
molar oranlarinin 10:10:1 olmasi1 gerekmekte, NheC’nin oraninin artmasi Nhe’nin
toksik aktivitesinde azalmaya yol agmaktadir. CytK ise tek bilesenli, hiicre zarinda -
ficis1 (B-barrel) yapisinda por olusturan, hemolitik bir toksindir (McKillip 2000, Senesi
ve Ghelardi 2010).

Enterotoksin T (bceT) ve Enterotoksin FM isimli, tek bilesenli iki enterotoksinin
daha varlig1 One striilmiistiir. Bunlardan bceT geni ilk olarak Agata vd (1995)
tarafindan tanimlanmis ve gida kaynakli diyareye neden olabilecegi bildirilmistir.
Ancak daha sonra bu gen ile ¢alisan diger arastirmacilardan Choma ve Granum (2002),



bceT geninin ya bilinenden farkli bir enterotoksik aktivitesi oldugunu ya da hig
olmadigint savunmus; Hansen vd (2003) ise Agata vd’nin (1995) belirledigi gen
diziliminin yalnizca bir kisminin kendi belirledikleri ile homoloji gosterdigini, beeT i¢in
tespit edilen enteroksik aktivitenin ya fiizyon genden ya da ligasyon sirasinda
gerceklesen hatadan dolay1 B. anthracis’in agik okuma alanmi ile homoloji gosteren
fragmandan kaynaklanabilecegini bildirmiglerdir. Enterotoksin FM1 geni ise Asano vd
(1997) tarafindan B. cereus FM1 ve B. thuringiensis’den klonlanmistir. Ancak bu gene
ait dizilimin B. subtilis’in hiicre duvarindaki hidrolazin dizilimi ile homoloji gosterdigi
belirlendiginden muhtemelen enterotoksin olmadigr vurgulanmistir (Lindbdack ve
Granum 2006).

B. cereus’un neden oldugu gida zehirlenmesi tiirlerinden olan emetik sendrom
ise “cereulide” adi verilen, kiiclik, 1s1 ve aside karsi dayanikli, sulu ¢ozeltilerde
coziinmeyen, halkali yapidaki dodekadepsipeptid araciligr ile olugmaktadir (Ehling-
Schulz vd 2004, Kim vd 2010). Vejetatif biiylime esnasinda gidada iiretilen toksin,
kararli yapisi nedeniyle gidanin tiiketilmesinden sonra mide asidi ve intestinal
proteolitik enzimlerden de etkilenmemekte ve on iki parmak bagirsaginda 5-HT;
reseptoriine baglanarak bulanti ve kusmaya neden olmaktadir (Granum ve Lund 1997).
Cereulide’in vakuol olusumuna neden oldugu ve vakuoliin de mitokondrial sismeye yol
actigl, ayrica solunumun kontroliinii yavaslattigi bildirilmistir (Mikkola vd 1999,
Schoeni ve Wong 2005).

2.2. Enzimler Hakkinda Genel Bilgi

2.2.1. Enzim biliminin kisa tarih¢esi

Yasam, bir dizi kimyasal reaksiyondan olusmaktadir. Kendi halinde ¢ok yavas
ilerleyebilen ancak yasamin devami i¢in gerekli olan bu reaksiyonlarin ¢ogu enzim adi
verilen, biyolojik katalistler araciligiyla hiz kazanmaktadir (Aehle 2004). Enzimlerin
cogu, katalitik oOzelliklerini canli hiicreden ekstrakte edilip ayrildiktan sonra da
gostermektedir.

Dolayisiyla bu o6zellik enzimlerin ticari amagla kullanimin1i  miimkiin
kilmaktadir. Enzimlerin insanlar tarafindan kullanilmas1 medeniyet tarihi kadar eskidir.
Her ne kadar bilingli olarak yapilmasa da ilkel toplumlardaki yiyecek ve igecek tiretimi,
giysi amaciyla derilerin tabaklanmasi gibi Oonemli ugras alanlar1 tamamen enzim
aktivitesine dayali iglemlerdir (Polaina ve MacCabe 2007). Enzimlerin ticari olarak
kullanimina iligkin bilinen en eski kaynagin sarap yapimini tanimlayan Hammurabi
Kanunlar1 (M.O. 2100) oldugu (Copeland 2000), Homeros’un Ilyada destaninda peynir
yapimi i¢in ¢ocuk midesinin kullanildigindan bahsedildigi (Buchholz vd 2005) ayrica
enzimatik doniisiim prosesleri olan sirke, ekmek, peynir, alkollii i¢ecek iiretimi ve
etlerin yumusatilmasina iligskin eski kaynaklarin da oldugu bildirilmektedir. Ancak bu
kaynaklar sistematik ve kimyasal temelli ¢aligmalardan ziyade, ampirik gozlemlere
dayanan iiretim yontemlerini yansitmaktadir (Copeland 2000).



Copeland (2000), Achle (2004) ve Buchholz vd’nin (2005)' bildirdigine gore
enzimlerle ilgili olarak daha sistematik ve bilingli caligmalar 18. yy.’da yapilmaya
baslanmistir. Réaumur (1683-1757) tarafindan etin sindirimi ile ilgili olarak yapilan ilk
calismalar daha sonra Spallanzani (1729-1799) tarafindan gelistirilmis ve mide 6z
suyundaki aktif madde Schwann (1836) tarafindan pepsin olarak adlandirilmistir. Payen
ve Persoz, 1833 yilinda, ¢imlendirilmis arpanin nisastayla muamelesi sonucu dekstrin
ve seker agiga ciktigini belirlemis ve aktif maddeyi diyastaz olarak isimlendirmislerdir.
Bu ¢aligmanin ardindan diyastaz (amilaz), 6nemli bir ¢alisma konusu haline gelmistir.
Maya ekstraktlarinin katalizini ¢alisan Kiihne, 19. yy.’1n sonlarinda, Yunanca’da “maya
icinde” anlamina gelen “enzymos” kelimesinden “enzyme-enzim” terimini tliretmis ve
bu terim literatiirde kullanilmaya baglanmistir.

Enzimlerin dogast ve nasil calistiklar1 ancak 19. yiizyilda biyokimyanin
gelismesi ile birlikte aydinlanmaya baglamistir. 20. yilizyillda enzimlerin protein
yapisinda olduklarinin belirlenmesi, saflastirma ve analiz tekniklerinin ortaya
koyulmasi, enzimlerin endiistriyel olarak iiretilmesi ve kullanilmasini kolaylastirmistir.
Enzimler saf olarak elde edilmeye baslandiktan sonra enzimatik reaksiyonlarin
mekanizmalari, anahtar kilit modeli, substrat spesifikligi, matematiksel modelleme gibi
konular {izerine ¢alisilmis ve enzimlerle ilgili daha net bilgiler literatiire
kazandirilmigtir.

1960’lar enzim sanayinde biiyiik etki birakan iki 6nemli bulusa taniklik etmistir.
Bunlardan birincisi nisastadan glukoz iiretimini katalizleyen glukoamilazin ticari olarak
iiretilmesidir. Glukoz eldesi bu sekilde, asit hidrolizi ile kimyasal olarak {iiretilene gore
¢ok daha verimli olmustur. Ikinci 6nemli bulus ise enzim iceren ilk deterjanin
iiretilmesidir. Genetik miihendisliginin 1980’lerde gelismesiyle birlikte yeni enzimler
iiretilmis, enzim sanayinde milyar dolarlik genisleme olmustur. Son zamanlarda protein
kimyas1 ve molekiiler tekniklerdeki gelismeler enzimlerin yap1 ve fonksiyonlari ile ilgili
caligmalara anlam katmistir (Polaina ve MacCabe 2007).

2.2.2. Enzimlerin endiistrideki yeri ve 6nemi

Enzimlerin kimyasal reaksiyonlari canli hiicre disinda da katalizleyebildiginin
bilimsel olarak tespitinden sonra, enzimler endiistriyel Ol¢ekte yogun olarak
kullanilmaya baglanmistir. Enzimlerden gida, yem, ilag, kimyasal madde, hijyen ve
cevre teknolojileri gibi dogrudan insani tiiketim malzemelerinin iiretim proseslerinde
yararlanildig1 kadar analitik ve tan1 amacgli olarak da yararlanilmaktadir (Buchholz vd
2005).

Hiicrelerde olduk¢a 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler, ¢esitli amaglarla
kullanilmak iizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Bugiine kadar 2000’den fazla
enzim tanimlanmis ve bunlardan yaklagik 100 tanesi ticari olarak kullanima uygun
bulunmustur. Ticari olarak kullanilan enzimlerin yaklasik %60’1n1 peptidazlar, %28’ini
karbohidrazlar, %3’linii lipazlar, %10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir.
Karbohidrazlar arasinda a-amilaz %13’liikk pay ile dnemli bir yer tutmaktadir (Kiran vd
20006).

! Enzim tarihgesi ile detayl1 bilgiye bu kaynaklardan ulasilabilir.



Peptidazlar en 6nemli endiistriyel enzim gruplarindan birini olusturmaktadir. Bu
enzimler deterjan, deri, gida, ila¢ sanayi, remediasyon ve tibbi uygulamalar gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir (Gupta 2002b). Ekmek yapiminda, etlerin yumusatilmasinda,
kuru temizlemede leke giderme amaciyla, benzer sekilde ¢amasir deterjanlarinda, tipta
yaralarin temizlenmesinde, tekstil sanayinde hasil gidermede ve daha bir ¢ok alanda
peptidazlardan yararlanilabilmektedir (Madigan ve Martinko 2006).

Enzim sektori, yillik 2 milyar Avro’nun {izerindeki cirosuyla ekonomik acidan
oldukca 6nemli bir sektor haline gelmistir. Sadece Avrupa’da yillik 900 ton peptidazin
deterjanlarda kullanilmak {izere tiretilmesi sektoriin nemini agiklar niteliktedir. Yiiksek
verimli enzimler, siirdiiriilebilir biyoteknoloji bazli {iriinler olarak geleneksel kimyasal
proseslere alternatif saglamada kilit rol oynamaktadir. Verimli enzimlere kars1 duyulan
ihtiyacin siirekli artmasi ve bunlar1 en ekonomik sekilde elde edebilme arzusu, enzim
tiretimini en 1iyi Olc¢lide saglayacak organizmalarin bulunmasi ya da gelistirilmesi
konusunu giindeme getirmistir (van Dijl ve Hecker 2013).

Diinya enzim pazari ile ilgili olarak 2008 yilinda hazirlanan bir raporda sunulan,
uygulama alanma gore diinya enzim pazarinin durumu Cizelge 2.1°de verilmistir
(Thakore 2008). Rapor, 2012 yilinda giincellenmis; diinyadaki endiistriyel enzim
pazarinin, 2009 yilinda 3.1 milyar dolar degerinde iken 2010°da 3.6 milyar dolara
ulastig1 ve yillik %9.4’liik bir biiyliime orani ile 2016’da 6 milyar dolara ulasacaginin
tahmin edildigi bildirilmistir. Yine bu rapora gore gida ve icecek enzimleri sektordeki
en biiyiik pay1 olusturmakta ve bunu teknik enzimler takip etmektedir (Dewan 2012).

Cizelge 2.1. Uygulama alanina gore diinya enzim pazari1 (Milyon $)

Yillik biiyiime
Uygulama Alani 2005 2006 2007 2012 orami (%)
2007-2012
Teknik enzimler 1075 1105 1140 1355 3.5
Gida enzimleri 775 800 830 1,010 4.0
Hayvan yemi enzimleri 240 260 280 375 6.0
Toplam 2090 2165 2250 2740 4.0

Ulkemizde enzim iiretimini gergeklestiren sinirli sayida firma bulunmaktadir.
Internet {izerinden yapilan tarama ile yalnizca ii¢ firmaya ulasilabilmistir. Istanbul’da
1977 yilinda kurulan Orba Biyokimya San. ve Tic. A.S. ilk olarak ekmek iiretiminde
kullanilmak {izere o-amilaz iiretmis, zamanla yem, tekstil ve deri sanayine yonelik
enzim Uretimi de ger¢eklestirmistir (Anonim 2014a). Belice Kimya 2005 yilinda
Gaziantep’de kurulmus olup tekstil sanayinde kullanilan bazi enzimlerin iiretimini
yapmaktadir (Anonim 2014b). ABP ve Miihlenchemie ortakligi ile 2013 yilinda
Izmir’de kurulan iiretim tesisinde ise 6zellikle un sanayi igin iyilestirici enzim iiretimi
gerceklestirilmektedir (Anonim 2014c). Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2013 yih
verilerine gore ‘“albuminoid maddeler, degisiklige ugramis nisasta esashi lriinler,
tutkallar, enzimler” grubunun ihracat ve ithalat miktarlari, sirasiyla, 197 milyon dolar ve
527 milyon dolardir (Anonim 2014d).



2.2.3. Enzimlerin yapisi ve enzim iiretimi

Kimyasal reaksiyonlarin hizini artirarak kendileri degismeksizin reaksiyondan
¢ikan enzimlerin birgogu saf proteindir. Buna karsilik birgok enzim de katalitik aktivite
icin protein yapiya (apoenzim) ek olarak bir protein olmayan kofaktore (koenzim,
prostetik grup veya metal iyonlar1) gereksinim duymaktadir. Apoenzim ve kofaktor
birlikte haloenzim olarak adlandirilmaktadir. Prostetik gruplar ve koenzimler ise protein
olmayan kii¢iik molekiillerdir (Tunail 2009).

Enzimler, bitkisel ya da hayvansal dokulardan elde edilmekte ya da
mikroorganizmalar araciligi ile iiretilmektedir. Ancak miktar ve cesitlilik acisindan
diistintildiiglinde mikroorganizma kaynakli {iretim birinci siray1 alirken, bunu sirasiyla
bitkisel ve hayvansal kaynakli iiretim takip etmektedir. Bitkisel kaynakli ticari enzimler
papain, bromelain, fisin gibi proteolitik enzimlerle, lipoksigenaz gibi soyadan elde
edilen spesifik, diger bazi enzimlerdir. Hayvansal kaynakli enzimler ise pepsin ve
rennin gibi proteinazlardir. Onceleri, giivenlik ve mikroorganizma ya da toksinlerinin
kontaminasyonu gibi korkular nedeniyle bitkisel ve hayvansal kaynakli {iretim
mikrobiyal iiretime tercih edilmis ancak bu kaynaklarin kisithh olmasina bagl olarak
diizenli arzin saglanamamasi ve artan enzim talebini karsilayamamasi gibi nedenlerle
mikrobiyal enzim uygulamalar1 artmaya baslamistir (Leisola vd 2010).

Enzim iiretim prosesi, kaynaga ve enzimin lokalize oldugu yere bagli olarak
degisiklik arz etmektedir. Bitkisel ve hayvansal orijinli enzimler ilgili doku ya da
stvilardan basit bir ekstraksiyonla elde edilirken, mikrobiyal enzimler fermentasyonla
iretilip fermentasyon ortamindan ya direkt ekstraksiyonla (ekstraseliiler enzim) ya da
hiicre parcalanmasi saglandiktan sonra (intraseliiler enzim) ekstraksiyonla elde
edilmektedir (Illanes 2008).

2.2.3.1. Mikrobiyal enzim iiretimi

Mikrobiyal enzim iiretim prosesinde, hangi enzimin iiretilecegine karar verildikten
sonra uygun bir sus segilir, susun gelistigi kiiltiir ortami ve tretim kosullarinin
optimizasyonu yapilir, liretim ortamindan enzimin kazanim prosesi optimize edilir ve
gerekli ise saflagtirma islemi yapilir. Molekiiler tekniklerle enzim iiretimi gelistirilmek
ya da artirilmak isteniyorsa, sus seciminin ardindan genetik miihendisligi teknikleri ile
susun enzim liretme yetenegi olumlu yonde degistirilmektedir (Pazarlioglu 1997).

Mikrobiyal enzim iiretimi i¢in ilk yapilacak islem uygun susun secilmesi ve
gelistirilmesidir. Ancak sus secimi yapilirken baz1 faktorlerin g6z Oniinde
bulundurulmas: gerekmektedir. Oncelikle segilecek susun GRAS statiisiinde olmasi
onem arz etmektedir. Ozellikle enzim gida sanayinde ve medikal uygulamalarda
kullanilacaksa bu hususun géz ardi edilmesi s6z konusu degildir (Waites vd 2001). Bir
diger husus, geri kazanim ve saflastirma asamalarinin daha basit olmasi1 agisindan
ekstraseliiler enzim {iretimi intraseliiler enzim iiretiminden daha kolay olmaktadir.
Dolayisiyla ekstraseliiler enzim {ireten susun se¢ilmesi avantaj saglayabilmektedir.
Ayrica secilen sus, arzu edilen enzimi makul bir siirede maksimum miktarda
tiretebilmeli ancak diger metabolitler minimum oranda olusmalidir (Leisola vd 2010).
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Mikrobiyal enzim iiretimindeki ikinci adim fermentasyon yonteminin segilmesi ve
fermantasyon ortaminin iyilestirilmesidir. Uretim igin kat: kiiltiir fermentasyonu da
kullanilabilmektedir. Ancak mikrobiyal enzimler temel olarak kontrollii kosullar altinda
derin kiiltiir fermentasyonu ile iiretilmektedir. Ekonomik olarak en iyi sonuca
ulasabilmek ic¢in fermentasyon prosesinin miimkiin olan en etkin sekilde diizenlenmesi
gerekmektedir (Pazarlioglu 1997, Waites vd 2001).

Fermantasyonun  gerceklestirilecegi  kiiltlir ~ ortami,  mikroorganizmanin
gelisebilecegi tiim besin maddelerini yeterli oranda igermeli, kullanilan besin maddeleri
kolay bulunabilir olmalidir. Ayrica sicaklik, pH, karistirma hizi, O, transferi, inokulum
yasi, inokulum yogunlugu, fermantasyon siiresi, metal iyonu gibi fermantasyon
parametreleri de optimize edilebilecek faktorler arasindadir. Optimizasyon ¢alismalari
ile iretim miktarinin artirilmasi i¢in maksimum iiretim miktari-minimum maliyet
dengesi kurulmaya calisilmaktadir (Nadeem vd 2008). Peptidaz iiretimini artirmak
amaciyla bir yandan istatistiksel olarak kiiltiir ortaminin optimizasyonu ve genetik
miidahalelere dayali Olgiimlerin, diger yandan yeni suglarin aranmasina yonelik
caligmalarin yapildig1 bildirilmektedir (Jaswal vd 2008). Sekil 2.3’de bir fermentasyon
prosesinin temel iglemleri gosterilmistir.

Planlama ‘
. stok Kaltur

Kiltarin Ortamin
Aktivasyonu Hazirlanmasi

l

As! Kultdrdnun ‘ Sterilizasyon ‘ .
Hazirlanmasi y Aktivitenin

\ P Korunmasi
Analiz H Fermentasyon %—{ Donanim

‘ Geri Kazanim ‘

Sekil 2.3. Bir fermentasyon prosesinin temel islemleri (Aehle 2004)

Enzimin saflastirilmasi ve sahip oldugu karakteristik 6zelliklerin belirlenmesi yani
nitelendirilmesi, enzim {retiminin ardindan yapilmasi1 gereken en Onemli islem
olmaktadir. Enzimin nitelendirilmesinde kullanilabilecek birgok yontem olmakla
birlikte, se¢ilecek yontemi enzimin kullanilacagi yer, daha genis bir ifade ile ¢alismanin
amaci belirlemektedir. Enzimler i¢in genellikle arastirilan ana konular spesifik aktivite
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tayini, substrat konsantrasyon aralig1 ve spesifikliginin belirlenmesi, kinetik 6zelliklerin
belirlenmesi, sicaklik, pH gibi baz1 faktorlerin etkisinin tespit edilmesidir. Ancak amaca
yonelik olarak fonksiyonel 6zellikler daha detayli incelenebilmektedir (Zihnioglu 2007).

2.3. Peptidazlar

Peptidazlar, su yardimiyla peptid bagini parcalayarak protein ya da biiylik
polipeptidleri kisa peptitlere ya da serbest amino asitlere doniistiiren bir enzim grubudur
(Sekil 2.4).

R O R O R 0 H R O
|l |l H,0 / N
R—N—C—C—N—C—C—R mmmm) R—N—C—C = N—C—C—R
| /l | Peptidaz | | b & |
H H H H H H @ H
Peptid bagi

Sekil 2.4. Peptid baginin hidrolizi

Bu enzimler ilk zamanlarda proteolitik enzim olarak isimlendirilmis fakat
zamanla isimlendirmede degisiklikler olmustur. Barett’in (2001) bildirdigine gore
Alman literatiiriinde 19. yy.’in sonlarinda “proteolitik enzim” yerine proteinler {izerine
etki eden ya da protein fragmanlarini ileri diizeyde parcalayabilen tiim hidrolazlar
kapsayan “proteaz” terimi kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra, 1930’larda, farkli
tiirdeki proteaz aktivitelerini ayirtetme ihtiyaci hissedilmis ve birbirlerinden bagimsiz
olmak tlizere Almanya ve Amerika Birlesik Devletleri’nde iki yeni terimin kullanimi1
Onerilmistir. Almanya’daki arastirmacilar proteinler {iizerine etki eden enzimleri
“proteinaz”; tercihen oligopeptidler iizerine etki eden, diger bir deyisle peptid zincirinin
sadece u¢ kisimlarinda aktivite gosterebilen enzimleri de “peptidaz” olarak
isimlendirmislerdir. Fakat daha sonra Amerika Birlesik Devletleri’ndeki arastirmacilar
“peptidaz” terimini genel bir ifade olarak peptid bagi hidrolazlar1 i¢in kullanmis ve bunu
kendi arasinda ikiye ayirarak endopeptidaz ve ekzopeptidaz ifadelerine yer vermislerdir
ve glinlimiizde de kullanilan ifadeler bu sekildedir (Sekil 2.5).

Ekzopeptidaz
Peptidaz Ekzoproteaz
Peptid bag1 hidrolazi
Proteaz Endopeptidaz
Proteinaz
Endoproteaz

Sekil 2.5. Peptidazlarin genel olarak isimlendirilmesi
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NC-IUBMB, Insan Geni isimlendirme Komitesi ve MEROPS veritabani, peptid
bagini hidrolize eden her enzim i¢in, “peptid hidrolazi” ile es anlamli olarak “peptidaz”
kullanilmasin1 6nermektedir (Rawlings vd 2007). Sekil 2.5’te birbiriyle es anlamli
olarak kullanilabilen terimler verilmistir. Ancak NC-IUBMB tarafindan 6nerilen, koyu
olarak yazilan terimlerin kullanilmasidir (Anonymous 2014a). Ayrica dikkat edilmesi
gereken onemli bir nokta da, her proteolitik enzimin peptidaz olmadigidir. Proteolitik
bir enzimi peptidaz olarak ifade edebilmek i¢in enzimin hidroliz reaksiyonu
gerceklestirmesi gerekmektedir.

2.3.1. Peptidazlarin simflandirilmasi

Peptidazlar dort farkli sekilde siniflandirilmaktadir (Anonymous 2014b):

e Katalizledikleri reaksiyonun tiiriine gére
e Kimyasal kataliz mekanizmalarina gore
e Molekiiler yap1 ve homolojilerine gore

e Optimum pH diizeylerine gore

2.3.1.1. Peptidazlarin katalizledikleri reaksiyonun tiiriine gore siniflandirilmasi

Bu simiflandirma, enzimin etki mekanizmasi goz ardi edilerek, enzimin meydana
getirdigi kimyasal degisiklige gore yapilmaktadir. Enzimin isminde kofaktdr ya da
prostetik grup bulunmaz. Herhangi bir enzimin katalizledigi reaksiyon tanimlanmadigi
stirece, enzimin sistematik olarak isimlendirmesi yapilamamaktadir (Aehle 2004).

Bu tip smiflandirma NC-IUBMB tarafindan da benimsenmis ve sistematik
siniflandirma  olusturulmustur. Bu  grup  enzimler, hidroliz  reaksiyonu
gerceklestirdiklerinden hidrolazlar (EC 3.) grubu altinda ve peptid baginin hidrolizini
katalizlemeleri sebebiyle de peptid bagi lizerine etki eden enzimler altgrubunda (EC 3.4)
yer almaktadirlar (Anonymous 2009). Prensip olarak peptidazlar peptid bagi iizerinde
etkili olsa da her peptidaz her peptid bagin1 parcalayamamakta, bagin pozisyonuna karsi
spesifiklik gostermektedir (Anonymous 2014b).

Peptidazlar katalizledikleri reaksiyonlara gore polipeptid zincirinin sadece ug
kisimlarinda faaliyet gosterebilen ekzopeptidazlar ve polipeptid zincirinin i¢
kisimlarinda aktivite gdsteren endopeptidazlar olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Bunlar
da kendi aralarinda aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar, omega peptidazlar, dipeptidil
peptidazlar, tripeptidil peptidazlar, peptidil dipeptidazlar ve dipeptidazlar olarak
ayrilmaktadir. Ekzopeptidazlardan polipeptid zincirinin amino (N)-ucunda aktif olanlar
(aminopeptidazlar) faaliyetleri sonucu serbest amino asit, dipeptid ya da tripeptid
olusturabilmektedir. Serbest karboksil (C)-ucunda aktif olanlar (karboksipeptidazlar) ise
faaliyetleri sonucunda serbest amino asit ya da dipeptid aciga c¢ikarmaktadir.
Peptidazlarin ~ katalizledikleri  reaksiyonlarin  sematik  gosterimi  Sekil 2.6’da
gosterilmistir. Sekilde siyah oklar ilk par¢alanma yerine, beyaz oklar ise devaminda
gelen parcalanma yerlerine isaret etmektedir.

13



~NA

Aminopeptidaz NH, =@ =@ = D m w w i m COOH
~
Dipeptidaz NH, - @) COOH
"N R
Dipeptidil peptidaz ST 10, . 0.0.0.0.0.0.0 Tk
Peptidil dipeptidaz NS 0. 0.0.0.0.0, .0, Ol s
=
Karboksipeptidaz S 0 0. 0.0.0.0.0, » = Jeoo:
TR

Endopeptidaz 1 000000 _0000. 000

Sekil 2.6. Peptidazlarin katalizledikleri reaksiyonlarin sematik gosterimi (Rawlings vd
2007)

Peptidazlarin katalizledikleri reaksiyona gore siiflandirilmalarindaki en 6nemli
kisitlama, bu smiflandirmanin peptidazlar arasindaki evrimsel iligkiyi yansitmamasidir.
Ciinkii peptidazlarin spesifiklikleri olduk¢a komplekstir. Birbiriyle iliskili peptidazlar
farkli substrat spesifikligi gosterebilirken, iligkili olmayan peptidazlar neredeyse ayni
substrat spesifikligi gosterebilmektedir. Ancak bu sekilde siniflandirildiklarinda bunlari
aynt grup i¢inde degerlendirilme zorunlulugu dogmaktadir. Bunun yani sira benzer
reaksiyonlar1 katalizleyen ve prensipte aymi ismi kullanabilmelerine ragmen; farkli
genlerin triinleri olduklari, farkli promotorlarla ifade edildikleri ya da farkli hiicre tipi
veya hiicre boliimlerinde lokalize olduklari ve olduk¢a farkli biyolojik fonksiyon
gosterdikleri icin ayirt edilmeleri gereken bir¢ok peptidaz bulunmaktadir (Barrett 1999).
Ayrica bu sistem ile endopeptidazlarin da siniflandirilmasinda, katalizlenen reaksiyonu
tanimlamak zor oldugundan, giicliikler yagsanmaktadir. Hem karboksipeptidazlar hem de
endopeptidazlar icin (substrat tercihinin kataliz mekanizmasi ile ilgisi olsa bile) kataliz
mekanizmasi, bu gruplari alt boliimlere ayirmada kullanilmistir. Fakat bu durum, farkl
kataliz mekanizmasina sahip peptidazlar1t da igeren diger alt-alt gruplarla uyum
saglamamaktadir (Rawlings vd 2007). Peptidazlarin sistematik siniflandirmadaki yerleri
Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Peptidazlarin sistematik olarak siniflandirilmasi ve enzim komisyonu

(EC) kodlar1
Enzim EC kodu
Peptidazlar EC34
Ekzopeptidazlar EC3.4.11-19
Aminopeptidazlar
Tek amino asit olusturan peptidazlar EC3.4.11
Dipeptidil peptidazlar EC3.4.14
Tripeptidil peptidazlar EC3.4.14
Karboksipeptidazlar
Tek amino asit olusturan peptidazlar EC3.4.16-18
Dipeptidazlar EC3.4.13
Peptidil dipeptidazlar EC3.4.15
Serin karboksipeptidazlar EC3.4.16
Metalokarboksipeptidazlar EC3.4.17
Sistein karboksipeptidazlar EC3.4.18
Omega peptidazlar EC3.4.19
Endopeptidazlar EC 3.4.21-25 ve EC 3.4.99

Serin endopeptidazlar EC3.4.21
Sistein endopeptidazlar EC 3.4.22
Aspartik endopeptidazlar EC 3.4.23
Metaloendopeptidazlar EC 3.4.24
Treonin endopeptidazlar EC 3.4.25
Katalitik mekanizmasi tanimlanmamis olanlar EC 3.4.99

*Cizelge Anonymous’a (2014a) gore hazirlanmistir

Peptidazlarla 1ilgili en son yayimlanan kitaplardan birinde “katalizlenen
reaksiyonun tlirline gore siniflandirilmasi” ifadesi yerine “spesifiklige gore
siniflandirma” ifadesi kullanilmistir (Rawlings 2013).

2.3.1.2. Peptidazlarin kimyasal kataliz mekanizmalarina gore simiflandirilmasi

Kataliz mekanizmasina gore (ya da katalitik tipe gore) siniflandirma, peptidazin
aktif bolgesinde bulunan ve katalizden sorumlu kimyasal grup/gruplara gore
yapilmaktadir (Barrett 1999). Katalitik tip, peptidazlarin en 6nemli 6zelliklerinden
biridir. Peptidazin c¢alisabilecegi pH’nin ve peptidazi inaktive edecek inhibitoriin
belirlenmesinde katalitik tipin 6nemli rolii bulunmaktadir (Rawlings 2013). Peptidazlar
bu sisteme gore siniflandirildiginda serin (S), sistein (C), treonin (T), aspartik (A),
glutamik (G) ve metalo (M) peptidazlar gibi gruplar olusmaktadir (Anonymous 2014).
Literatiirde, genel olarak, katalitik tipine gére 6 grup peptidazin oldugu ve Kkatalitik tipi
bilinmeyen peptidazlarin (U) da 7. grup olabilecegi bildirilmektedir. MEROPS
veritabaninda (Anonymous 2014b) verilen siniflandirma proteolitik enzimlere gore
yapildigindan asparajin katalitik grubunun da oldugu goriilmektedir. Ancak her
proteolitik enzimin peptidaz olmadigr goz ardi edilmemelidir. Asparajin kimyasal
grubuna sahip proteolitik enzimlerin hidrolaz degil liyaz olduklar1 bildirilmistir
(Rawlings vd 2011).
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Peptidazlarin  gergeklestirdigi  hidroliz reaksiyonu genel olarak asit-baz
reaksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Baz1 peptidazlarda substrattaki peptid bag lizerine
olan niikleofilik saldir1 sonucunda agcil ara iiriinii olarak bilinen gecici bir kompleks
olugsmaktadir. Bu ara iiriin hizla yikilmakta ve peptidaz biinyesindeki, genel baz olarak
bilinen, bir kimyasal gruba proton transferi ger¢eklesmektedir. Bunun sonucu olarak da
bir su molekiilii, peptid bagini hidrolize etmektedir. S6z konusu niikleofilik saldir1 farkl
kimyasal gruba sahip, yani farkli katalitik tipteki peptidazlarda farkli sekilde
gerceklesmektedir. Bu nedenle farkli katalitik tipteki 6 peptidaz grubu, kendi iglerinde
“niikleofili protein olan” ve “niikleofili su molekiili olan” peptidazlar olarak
gruplandirilabilmektedir. Bu gruplandirmaya gore serin, sistein ve treonin peptidazlar
niikleofili protein olan; aspartik, glutamik ve metalopeptidazlar ise niikleofili su
molekiilii olan peptidazlar grubunda yer almaktadir (Rawlings 2013). Niikleofili su
molekiilii olan peptidazlarda peptid baginin hidrolizi sirasinda ara {iriin olusmamaktadir.
Farkl1 katalitik tipteki peptidazlarin bazi1 6zellikleri Cizelge 2.3’te verilmistir.

Bilinen proteolitik enzimlerin yaklasik iicte birinin serin peptidaz oldugu
bildirilmektedir (Page ve Cera 2008). Serin peptidazlarin ¢ogunun katalitik aktivitesi,
aktif bolgelerindeki ii¢lii bir yapidan (serin-histidin-aspartik asit) kaynaklanmaktadir.
Bu ficlii grupta serin, niikleofil (niikleofilik hidroksil grubunu tasir); histidin genel baz
olarak faaliyet gOstermektedir. Aspartik asidin ise histidinin yapisindaki imidazol
halkasii yonlendirdigine inanilmaktadir. Farkli serin peptidazlarda bu ii¢ aminoasitin
dizilisi farkli oldugundan, kataliz mekanizmalarinda da farklilik gozlenebilmektedir
(Polgar 2005).

Sistein  peptidazlarin temel yapisinda sistein ve histidin ikili olarak
bulunmaktadir. Sistein niikleofil, histidin ise genel baz olarak faaliyet gostermektedir.
Ancak bu enzimlerin ¢gogunda {igiincli ve dordiincii gruplar da bulunmaktadir. Asparajin,
aspartat veya glutamat olabilen {i¢iincli grubun, histidinin yapisindaki imidazol halkasini
yonlendirmede; dordiincii grubun (glutamin, asparajin ya da tirozin) ise agil ara
iirliniiniin stabilize edilmesinde énemli oldugu diistiniilmektedir (Rawlings 2013).

Treonin peptidazlarin amino-(N) ucunda treonin bulundugu ve bu treoninin de
hem niikleofil (yan gruplardaki hidroksil sayesinde) hem de genel baz (amino grubu
nedeniyle) olarak faaliyet gosterdigi tahmin edilmektedir (Rawlings 2013).

Tamami endopeptidaz olan aspartik peptidazlar ya seliiler ya da homodimer
enzim ypisindadir. Bu enzimde aktive olmus su molekiilii iki aspartat molekiilii
tarafindan baglanmakta, aspartik asit su molekiilii i¢cin ligand gorevi gormekte ve su
molekiiliinii aktive etmektedir. Aspartat molekiilleri c¢ogunlukla aspartik asit-
treonin/serin-glisin-treonin/serin motifi seklinde bulunmaktadir ve karboksil gruplari
icin uygun ortamin olusturulmasi ve korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Wlodaver
vd 2013).
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Glutamik peptidazlarin, asidik karakterli olmalar1 nedeniyle, onceleri aspartik
peptidaz olduklar1 disiiniilse de pepstatin (aspartik peptidaz inhibitorii) varliginda
inhibe olmadiklarinin ve pepsin ile retropepsin gibi iyi bilinen aspartik peptidazlarla
dizilimlerinin farkli oldugunun tespit edilmesi sonucu, glutamik peptidazlar yeni bir
grup peptidaz olarak degerlendirilmistir (Kondo vd 2010). Bu enzimlerin aktif
bolgesinde ya glutamat ve glutamin ya da glutamat ve aspartat bulumaktadir. Glutamat,
niikleofilik saldiriy1 gerceklestirecek olan su molekiiliinii aktive etmektedir (Rawlings
2013).

Metalopeptidazlarda, su molekiilii bir ya da iki degerlikli metal iyonu tarafindan
tutulmakta ve amino asitlerdeki yiiklenmis yan zincirler metal iyonu i¢in ligand gorevi
gormektedir. Enzimin aktif bolgesinde metal iyonu olarak ¢inko basta olmak iizere
kobalt, mangan ya da bakir bulunabilmekte; baz1 metalopeptidazlar bir, bazilar1 ise iki
metal iyonu icermektedir. Enzim tek bir tane metal iyonu iceriyorsa, metal iyonu igin ii¢
amino asit ve bir de aktive olmus su molekiilii ligand gorevi gérmekte, dolayisiyla metal
tetrahedral olarak diizenlenmektedir. Aktif bolgede iki metal iyonu mevcutsa, her biri
yine tetrahedral olarak diizenlenecegi i¢in bir amino asit her iki metali baglamakta ve
yapiya bir tane de aktive olmus su molekiilii baglanmaktadir. Ligandlar ¢ogunlukla
histidin (H), glutamat (E) ya da aspartattir (D) ancak 16sil (leucyl) aminopeptidazda
metal ligandi olarak lisin bulunmaktadir (Rawlings vd 2007, Rawlings 2013). Tek ve iki
metal iyonlu metalopeptidazlarin sematik gdsterimi sirasiyla Sekil 2.7a ve Sekil 2.7b’de
verilmistir.

Sekil 2.7. a) Tek metal iyonlu b) iki metal iyonlu metalopeptidazlarin sematik gosterimi
(Auld 2013)

2.3.1.3. Peptidazlarin molekiiler yapi ve homolojilerine gore siniflandirilmasi

Molekiiler yap1 ve homolojiye gore yapilan siniflandirma amino asit dizilimi ve
iic boyutlu yapiya dayandigindan, mevcut siniflandirma sistemleri arasinda en yeni
olanidir. Bu sistemde peptidazlar once ailelere (families), ve klanlara (clans)
ayrilmaktadir. MEROPS veritabani, bu sekilde siniflandirmayr benimsemis ve
siniflandirmaya peptidaz inhibitorlerini de dahil etmistir' (Anonymous 2014b).

Proteolitik enzimler ve protein inhibitorleri genellikle c¢ok bolgeli (multi-
domain) proteinlerden olusmaktadir. Ancak enzimlerde peptidaz aktivitesi, tek bir

' MEROPS veritabani smiflandirmay1, sadece peptidaz bazinda degil, proteolitik enzimlere gore
yapmaktadir.
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yapisal bolgeyle smirli iken, inhibitorlerin etkisi ¢oklu ve homolog bdlgelerde
gerceklesmektedir. MEROPS veritabaninda, tek peptidaz bolgesi (peptidaz iinitesi) ya
da tek inhibitor bolgesindeki (inhibitor tinitesi) yap1 ve dizilimi kargilastirmak suretiyle
smiflandirma yapilmaktadir. Peptidaz iinitesi olarak ifade edilen molekiil, katalitik
aktiviteden sorumlu olmaktadir (Rawlings vd 2012). Siniflandirmada hiyerarsi sz
konusudur. Hiyerarsinin tabaninda peptidaz ya da inhibitor iinitesi bulunmaktadir. Bir
sonraki basamakta protein tlrleri (protein species) yer almaktadir. Farkl
organizmalardan ayni proteini temsil ettigi diisiiniilen dizilimler protein tiirii (tripsin,
katepsin B gibi) olarak gruplandirilmaktadir. Dolayisiyla her bir protein tiirii bircok
organizmada bulunabilmektedir ve bunlarin biyolojik fonksiyonlar1 benzerlik
arzetmektedir. Ardindan bu protein tiirleri arasinda aminoasit dizilimi bakimindan
onemli benzerlikler olanlar aileler ad1 altinda gruplandirilmakta, dizilimlerinde 6nemli
benzerlik olmasa bile aralarinda evrimsel iliski olduguna dair isaretler bulunan aileler de
klanlar olarak degerlendirilmektedir. S6z konusu isaretler, ya aktif bolgelerinde bulunan
gruplarin lineer dilizenlenmesinin ya da protein katlanmalarinin benzer olmasi
seklindedir. Bir klan icinde gruplandirilmis olan bir peptidaz, diger klanlarda
bulunanlardan tamamen farklidir. Farkli klanlarda bulunan peptidazlar arasinda bir
benzerlik varsa bile bu benzerlik homolojiden kaynaklanmamaktadir (Barrett ve
Rawlings 2007, Rawlings vd 2012). Sekil 2.8’de peptidazlarin molekiiler yap1 ve
homolojilerine gore siniflandirilmasi sematik olarak gosterilmistir.

Klan '

Protein tiird )[IDU[]LHDDDDD (0000000000 000CGOCO0

Peptidaz proteini lﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

Sekil 2.8. Peptidazlarin molekiiler yap1 ve homolojilerine gore siniflandirilmasi (Barrett
ve Rawlings 2007)

Petidaz ve inhibitorlerini bu sekilde hiyerarsik olarak siniflandirmanin en
giivenilir yontem olarak kabul edildigi bildirilmektedir (Barrett 1999).

2.3.1.4. Peptidazlarin aktivite gosterdikleri pH arahigina gore siniflandirilmasi

Tam anlamiyla bir siniflandirma sistemi olarak kullanilmasa da peptidazlar
aktivite gosterdikleri pH araligima goére asidik, notr ve alkali olarak
gruplandirilabilmektedir. Peptidazin ¢alisacagi pH araligi iizerinde katalitik tipinin
onemli etkisi bulunmaktadir. Genel olarak aspartik, glutamik ve sistein peptidazlarin
optimum pH’lan asidik, treonin ve metalopeptidazlarin nétr, serin peptidazlarin ise notr
ya da baziktir. Ancak baz istisnalar da bulunmaktadir. Ornegin; metalopeptidaz olan
meprin B’nin optimum pH’s1 asidikken, aspartik peptidaz olan renin ve retropepsin ile
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sistein peptidaz olan kalpain ve kaspazasin optimum pH’s1 nétrdiir (Rao vd 1998,
Rawlings 2013).

Her ti¢ tip peptidazin da (asit, notr, alkali) farkli kullanim alanlar1 bulunmasina
ragmen, endiistriyel uygulamalarda en yaygin kullanilanlar alkali peptidazlardir.
Ozellikle alkali serin peptidazlarin ticari uygulamalarda yararlanilan en énemli enzim
grubu oldugu bildirilmektedir (Kumar ve Takagi 1999, Gupta vd 2002a, Gupta vd
2002b).

2.3.2. Peptidaz kaynaklar

Peptidazlar canli organizmalar i¢in fizyolojik agidan gerekli olduklarindan bitki,
hayvan ve mikroorganizma gibi farkli kaynaklarda bulunabilmekte ve dolayisiyla
bunlardan izole edilerek endiistriyel amagli kullanilabilmektedir (Gupta vd 2002a,
Gupta vd 2002b).

Bitkilerin peptidaz kaynagi olarak kullanilmasi, bitkinin yetistirilebilmesi igin
uygun tarim alanlarinin bulunmasi ve bitki i¢in gerekli iklim kosullarinin siirekliligi gibi
faktorlere bagli olmaktadir. Dolayisiyla bitki icin gerekli toprak ve iklim kosullar ile
mevsimsel farkliliklar g6z oniinde bulunduruldugunda, her istenilen yerde ve zamanda
iiretimin gerceklestirilemeyecegi aciktir. Ticari olarak iiretilen baglica bitkisel kaynakli
peptidazlar basta papain olmak {lizere bromelain, keratinaz ve fisindir (Rao vd 1998).
Bitkisel kaynakli papain ve bromelainin enzim pazarinda yaklasik %35°lik bir paya sahip
oldugu bildirilmektedir (Illanes 2008).

Hayvansal orjinli peptidazlarin {iretimi kesim i¢in uygun hayvanin
bulunabilirligine bagli olmaktadir. Ancak hayvan kiyimini dnlemek i¢in, bu durum
hiikkiimet ve tarim politikalar1 ile yonetilmektedir. Ancak diger bir taraftan, enzim
iretimi i¢in kesim atiklarinin da degerlendirilebilmesi ekonomik agidan fayda
saglamaktadir. Hayvansal kaynakli peptidazlar arasindan en bilinenleri tripsin,
kimotripsin, kimozin ve pepsindir (Rao vd 1998). En bilinen bitkisel ve hayvansal
kaynakli peptidazlar ile bunlarin kullanim alanlar1 Cizelge 2.4’te gosterilmistir.

Bitkisel ve hayvansal kokenli peptidazlarin diinyadaki talebi karsilamada
yetersiz kalmasi ve mikroorganizmalarin da biyoteknolojik uygulamalar i¢in gerekli
olan Ozelliklerin neredeyse tamamina sahip olmalarinin sonucu olarak mikrobiyal
kaynakli peptidazlar 6nem kazanmaya baslamistir (Sandhya vd 2005).

Mikroorganizmalar proteinleri parcalamakta ve pargalanma sonucu olusan
tirtinleri gelismeleri i¢in besin kaynagi olarak kullanmaktadir. Proteinin parcalanmasi
mikroorganizmanin salgiladigi endopeptidazlar araciligiyla baslamakta, ileri diizeydeki
hidroliz ~ reaksiyonlarma ise ekzopeptidazlar aracilik  etmektedir.  Uretici
mikroorganizmanin tiirline ve hatta ayni tiir igindeki farkli suslara bagli olmak iizere ¢ok
sayida mikrobiyal peptidaz iiretilmektedir. Ayrica ayni susun farkl kiiltiir kosullarinda
farkl1 peptidaz iiretebilecegi de bildirilmektedir (Sandhya vd 2005, Jisha vd 2013).
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Cizelge 2.4. En bilinen bitkisel ve hayvansal kaynakli peptidazlar ve yaygin kullanim

alanlari
Elde Enzim
Peptidazlar edildigi Yaygin kullanim alanlar1
siifi
kaynak
Bitkisel kaynakli

Papain Papaya Sistein ~ Biranin durultulmasi, maya ekstrakti
iretimi, etlerin yumusatilmasi
(tenderizasyon), kozmetik sanayi ve
tibbi uygulamalarda

Bromelain Ananas Sistein ~ Tibbi uygulamalarda (yara iyilestirici,
sindirim yardimcisi ve istah kesici
olarak)

Fisin Incir Sistein ~ Medikal uygulamalarda (sindirime
yardimct, bagirsak kurtlarmin
tedavisi), papain ve bromelainle
birlikte etlerin yumusatilmasinda

Hayvansal kaynakli

Tripsin Pankreas Serin Bazi 6zel tibbi uygulamalarda

Kimotripsin Pankreas Serin Analitik ve tan1 amaglh uygulamalarda

Kimozin (Rennin) Mide Aspartik  Peynir yapiminda siitii pihtilagtirma

Pepsin Mide Aspartik  Peynir yapiminda siitii pihtilastirma

*Rennin ile birlikte faaliyet gdstermektedir.
Kaynaklar: Rao vd 1998, Grzonka vd 2007, Illanes 2008

Peptidaz tiretebilen cok sayida bakteri, maya, kiif olmasina ragmen, ¢ok az
sayida mikroorganizmadan ticari olarak yararlanilabilmektedir. Ciinkii kullanilacak
susun GRAS olmasi, toksik ya da patojen olmamasi gerekmektedir (Gupta vd 2002a).
Ozellikle GRAS oldugu belirlenmis olan Bacillus ve Aspergillus tiirlerinden elde edilen
peptidazlar endiistride yaygin olrak kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalarin hizl
gelisebilmeleri, yiliksek aktiviteli enzim iiretebilmeleri ve bunlarla calismanin giivenli
olmas1 kullanimlarinin yayginlagsmasinda etkili olmustur (Waites vd 2001). Ticari olarak
kullanilan nétr ve alkali serin peptidazlarin ¢ogu, Bacillus tiirleri tarafindan
uretilmektedir. Aspergillus oryzae suslari aracilifiyla iretilen serin peptidazlar da
bulunmaktadir. Ayrica Mucor sp., Conidiobolus coronatus, Penicillium sp.,
Streptococcus sp. gibi mikroorganizmalardan elde edilen peptidazlardan da ticari olarak
yararlanilmaktadir (Sandhya vd 2005). Bunlarin disinda halofilik bir bakteri olan
Pseudoalteromonas sp. CP76’dan elde edilen peptidazin da ilag ve gida sanayi dahil pek
cok farkli biyoteknolojik proseste kullanildig: bildirilmektedir (Mellado vd 2005).

2.3.3. Peptidazlarin kullanim alanlar:

Peptidazlar protein katabolizmasi, kanin pihtilagmasi, hiicre biiylimesi, doku
diizenlemesi, iltihap olusumu, tiimor biiylimesi ve metastaz, zimojen aktivasyonu, 6ncii
proteinlerden hormon ve farmakolojik agidan aktif peptidlerin olusturulmasi, salgilanan
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proteinlerin membrandan taginmasi gibi bir¢ok fizyolojik ve patolojik proseste kritik rol
oynamaktadir. Bunlarin yan1 sira, bu enzimler gida sanayi, ila¢ sanayi, tekstil sanayi,
camasir deterjanlari, deri isleme, biyoremediasyon prosesleri ve daha bircok proseste
uygulama alan1 bulmaktadir (Sandhya vd 2005).

2.3.3.1. Gida endiistrisinde peptidazlarin kullanim

Gida endiistrisinde peptidazlarin kontrollii kullanimi ile protein hidrolizi
gerceklestirildiginde gidanin islenebilirliginin kolaylagmasinin yani sira besinsel degeri
ve fonksiyonel 6zellikleri de iyilesmektedir. Protein hidrolizi ile gidalardan kaynaklanan
protein alerjisi azaltilabilmekte, agiga c¢ikan biyoaktif peptidlerle sagliga yararh
gidalarin iiretimi mimkiin olmakta, gidalarin sindirilebilirligi iyilestirilebilmekte,
gidalarin tekstiir ve aroma gibi duyusal 6zellikleri modifiye edilebilmektedir. Gidalarda
arzu edilen O6zelliklerin olusturulmasinda, peptidazlarin spesifiklikleri g6z Oniinde
bulundurulup uygun peptidazin se¢ilmesi 6nem arz etmektedir (Tavano 2013).

Peptidazlardan gida islemede yiizyillardir yararlanilmaktadir ve ilk kez peynir
iretiminde kullanilmigtir. Siit emen buzagilarin (4-6 aylik) midelerinin dordiinci
boliimiinden (abomasum) elde edilen rennet (kimozin ve pepsin karigimi) siitiin
pihtilastirilmas1 amaciyla kullanilan bir aspartik peptidazdir. Rennin benzeri mikrobiyal
enzimler, bazi Mucor tiirleri tarafindan iiretilmekte olup ticari agidan biiyiik 6neme
sahiptir (Sumantha vd 2006). Mazorra-Manzano vd (2013) turung (Citrus aurantium L.)
ciceginden ekstrakte ettikleri peptidazi karakterize etmis, aspartik peptidaz oldugunu ve
35-70 °C gibi genis bir sicaklik araliginda siitli pihtilagtirma 6zelligi oldugunu
belirlemislerdir.

Peptidazlar  firin  iriinleri  endistrisinde hamur isleme ozelliklerinin
iyilestirilmesinde  dolayistyla unlarin  modifiye edilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cok kuvvetli un s6z konusu oldugunda uzama yetenegi diisiik hamur
elde edilecegi i¢in diisilk hacimli ekmek {iretimine neden olmaktadir. Bu gibi
durumlarda uygun peptidazin kullanimi ile gluten modifiye edildiginde hamur olusum
stiresinin kisaltilmasi saglanmakta, uzama yetenegi iyi, hizli gelisen ve bu sayede daha
1yi tekstiir ve hacime sahip son iiriin elde edilebilmektedir (Aehle 2004).

Ekmeklik unlarin peptidazla muamelesinin aroma ve kabuk rengi iizerine de
etkisi bulunmaktadir. Peptidaz aktivitesi ile a¢iga ¢ikan amino asitler aromatik
bilesiklerin iiretiminde ara iiriin iken; peptidler potansiyel okside edici, lezzet artirici,
tatlandirict ve acilik unsuru maddelerdir. Ayrica amino asitler glutenle etkilesip

Maillard reaksiyonu sonucu aroma ve kabuk renginin olusmasina katkida bulunmaktadir
(Aehle 2004).

Kuvvetli un kurabiye, biskiivi, kraker ve pizza iiretiminde de sorunlara neden
olmaktadir. Uretimde kullanilacak olan unlara peptidaz ilavesi, gluten proteinlerini belli
bir seviyeye kadar hidrolize ederek 6zelliklerinin iyilesmesini saglamaktadir. Bu amagla
sodyum metabisiilfit gibi kimyasal ajanlarla da gluten modifiye edilebilmektedir. Fakat
son zamanlarda bu amagla peptidaz kullanimi tercih edilmektedir. Kara vd (2005)
kurabiye formiilasyonlarina peptidaz (bakteriyel ve bitkisel) ilavesinin kurabiye
ozelliklerini iyilestirdigini, yayilma oranim artirdigini tespit etmislerdir. Bombara vd
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(1997) Aspergillus oryzae’den elde edilmis nétral peptidazla modifiye ettikleri bugday
unlariin ¢oziiniirlik, kopiikk genlesmesi (foam expansion), yag ve su tutma ile
farinograf 6zelliklerinin iyilestigini belirlemislerdir. Ayrica glutenin belirli bir seviyeye
kadar hidrolizinin keklerin hacim, nem ve i¢ rengi gibi 6zelliklerini gelistirdigini, kek i¢
neminin artiginin kekin tazeligini daha uzun siire korumasini sagladigini, kek i¢ renginin
sariliginin artmasi sayesinde formiilasyondaki yumurta miktarinin azaltilmasina olanak
sagladigini bildirmislerdir. Gluten modifikasyonu ile hamur elastikiyetinin azaltilmasi
sayesinde kurabiye ve kraker ozelliklerinde de iyilesme saglandigi, gofret liretiminde
de hamurun vizkozitesindeki azalma ile sistemde herhangi bir tikanmaya sebebiyet
vermeden hamurun pompalanmasinin kolaylastigi, calismada elde edilen diger
bulgulardir. Colyak hastalar1 i¢in en giivenilir tedavi yontemi gluten tiiketmemektir.
Dolayisiyla bu hastalar bugday, arpa, ¢avdar unlari ile dretilen firin {riinlerini
tilkketemediklerinden alternatif unlarla iiretim yapilmaktadir. Ancak glutenin olmamasi
bu tip trilinlerde kalite kusurlarina neden olmaktadir. Renzetti ve Arendt (2009) esmer
piring unu ile yapilan ekmegin kalitesini iyilestirmek i¢in Bacillus licheniformis ve
B. subtilis’den elde edilmis ticari peptidazlar1 kullanmis ve sonugta ekmegin spesifik
hacminin arttigini, ekmek igi sertligi ve ¢ignenebilirliginin azaldigini tespit etmislerdir.

Bira tiretiminde, proteinler sicak ve soguk ¢oktiirme sirasinda yeterli miktarda
uzaklagtirllamazsa iiretimin son asamalarinda (sogutma) polifenoller ile etkileserek
bulanikliga neden olmaktadir. Bu amagla polivinilpolipirrolidon (PVPP) gibi stabilize
edici ajanlar kullanilabilmektedir. Sistein peptidazlarin kullanimi ile de biranin kolloidal
stabilitesi saglanmakta ve raf omrii uzatilabilmektedir (Aehle 2004). Lopez ve Edens
(2005) Aspergillus niger kaynakli prolin spesifik-peptidaz muamelesi ile bulanikliga
neden olan prolince zengin proteinleri hidrolize etmis ve bulaniklik olusturamayan
peptid fraksiyonuna doniistiigiinii tespit etmislerdir. Enzimin kopilik olusumundan
sorumlu proteinler ilizerindeki aktivitesi siirli oldugundan kopiik olusumu olumsuz
etkilenmemistir.

Etlerin yumusatilmasi, sosislerin olgunlastirilmasinin hizlandirilmas: gibi
amagclarla sistein peptidazlardan yararlanilabilmektedir (Grzonka vd 2007). Sogutulmus
etlere Pseudomonas sp. ve Bacillus sp.’den elde edilen serin peptidazinin uygulandigi
bir caligmada proteolitik aktivite sonucu aciga cikan serbest amino asitlerin etlerin
tadim1 gelistirdigi belirlenmistir. Soguk adaptasyonu olmasi nedeniyle Pseudomonas
sp.’den elde edilen peptidaz tat gelistirmede daha etkili olmustur (He vd 2004). Timén
vd (2014) Aspergillus oryzae kaynakh ticari bir peptidazi kiirlenmis sosis iiretiminde
kullanmis ve lipid oksidasyonu sonucu olusan ransidite ve renk agilmalarinin
engellendigini tespit etmislerdir. Bu durumun da proteolitik aktivite sonucu agiga ¢ikan
ve antioksidan etki gosteren peptid ya da amino asitlerden kaynaklandigini
savunmuslardir.

Soya proteinlerinin hidrolizinde, soya sosu iiretiminde, jelatin, kazein ve peynir
alti suyu proteinlerinin hidrolizinde, balik proteinlerinin hidrolizinde alkali
peptidazlardan  yararlanilmaktadir.  Protein  hidrolizatlar1  kan  basincinin
diizenlenmesinde 6nemli rol oynamakta; bebek gidalarinda, 6zel tedavi amacgl diyet
iirinlerinde ve meyve sularinda kullanilabilmektedir (Gupta vd 2002b). Bacillus
licheniformis’den elde edilen alkali peptidazin yiiksek besinsel degere sahip protein
hidrolizatlarinin elde edilmesinde kullanildigi bildirilmektedir (Sumantha vd 2006).
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2.3.3.2. Deterjan endiistrisinde peptidazlarin kullanimi

Deterjanlarda ilk ve en ¢ok kullanilan enzim alkali peptidazdir. Protein
lekelerinin giderilmesini saglamasi nedeniyle olduk¢a 6nem arz etmektedir. ilk
baglarda, deterjanlarda pankreatik enzimler kullanilmig fakat bunlar, deterjanlarin
yiiksek pH’sinda iyi ¢alisamamistir. Daha sonra Bacillus tiirlerinden elde edilen alkali
peptidazlardan (subtilisin) yararlanilmaya baslanmistir. Su an deterjanlarda kullanilan
ticari birgok alkali peptidaz bulunmaktadir ve bunlarin neredeyse tamami Bacillus
orjinlidir (Gupta vd 2002b, Ito vd 2005).

Deterjan formiilasyonlarinda kullanilan alkali peptidazlarin genis bir pH ve
sicaklik araliginda aktif ve stabil olmasi, diisiik miktarlarda (%0.4-0.8) etkili olabilmesi
ve deterjan bilesimindeki okside edici ajan, ylizey aktif madde, agartic1 ve parfiim gibi
maddelerle uyumlu olmasi gerekmektedir (Kumar ve Takagi 1999). Subtilisinlerle ilgili
en biiyiik sikinti, bunlarin kimyasal oksidantlarla inaktive olmasidir. Ancak Bacillus sp.
suslar1 ile oksidatif acidan stabil serin peptidazlar da {iretilmistir (Ito vd 2005). Bunun
yant sira Gupta vd (1999) topraktan izole ettikleri Bacillus SP5 susu ile agartma
maddelerine karsi stabil; Oberoi vd (2001) de yine topraktan izole edilen Bacillus sp.
RGR-14 ile pH 11°de aktif, sodyum dodesil siilfata (SDS) kars1 stabil alkali peptidaz
iiretimini gergeklestirmislerdir.

Artik deterjanlar i¢in peptidazlar mindr bir katki maddesinden ziyade 6nemli bir
temel bilesen haline gelmistir. Yikama performansini artirma, daha diisiik sicaklik
derecelerinde de etkin temizlik saglayabilme gibi gelismis ozelliklere sahip yeni
enzimlerin bulunup degerlendirilmesi son zamanlarda deterjanlar agisindan iizerinde en
¢ok calisilan konudur. Ozellikle tiiketicilerin sentetik kumaslara olan ilgisinin artmas1
ancak bunlarin yiiksek sicakliga dayanikli olmamasi, diisiik sicakliklarda aktif olabilen
enzimlerin kullanilmasini gerektirmektedir (Gupta vd 2002b). Novo Nordisk tarafindan
Bacillus clausii kullanilarak iiretilen Kannase™ diisiik sicakliklarda (10-20 °C) ve
diistik su sertliklerinde de iyi yikama performansi sergileyen bir alkali peptidazdir
(Outtrup ve Jorgensen 2002).

2.3.3.3. Deri endiistrisinde peptidazlarin kullanim

Deri isleme; 1slatma, kil giderme, sama (temizleme) ve tabaklama gibi gesitli
asamalardan olusmaktadir. Geleneksel yontemlerde deri islenirken Onemli Ol¢iide
kirlilik ~problemlerine neden olan, sodyum siilfit gibi zararli kimyasallar
kullanilmaktadir. Hem daha kaliteli deri iiriinleri elde etmek hem ¢evresel kirliligi
azaltmak hem de iscilerin bu zararli kimyasallar1 soluyarak saglik problemleri
yasamalarini engellemek amaciyla deri islemede enzimler de kullanilabilmektedir. Deri
ve killarin ¢ogunlukla proteinden olugmalari, peptidazlarin kullanimini miimkiin
kilmaktadir. Peptidazlar kil giderme ve temizleme asamalarinda kullanilmakta; secici
hidrolizle derideki kollojen olmayan bilesenlerin par¢alanmasini, albumin ve globulin
gibi fibriler olmayan proteinlerin uzaklastirilmasin1 saglamaktadir. Alkali sartlarda kil
kokleri sistigi i¢in alkali peptidazin kil koklerindeki proteinlere ulagsmasi ve etki etmesi
kolay ve hizli olmaktadir. Killarin uzaklastirilmasinin ardindan yapilan temizleme
asamasinda derinin elastik, sekillendirilebilir bir hal almasi amaglanmaktadir.
Peptidazlar bu asamada elastin ve keratinin par¢alanmasini1 saglamaktadir. Deri isleme
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yiiksek sicakliklarda yapildigindan kullanilacak peptidazin termostabil olmasi
gerekmektedir. Bacillus, Aspergillus ve Streptomyces tiirlerinden elde edilen alkali
peptidazlar deri sanayinde kullanilabilmektedir (Salleh vd 2006, Madhavi vd 2011).

2.3.3.4. Tekstil endiistrisinde peptidazlarin kullanim

Yiniin islenmesi, kozanin kaynatilarak uzaklagtirilmasi ve ipegin rafine
edilmesinde peptidazlardan yararlanilabilmektedir. Peptidaz sayesinde ipek iizerindeki
zamks1 maddeler uzaklastirilarak, daha parlak ve yumusak bir ipek elde edilmesi
saglanmaktadir (Grzonka vd 2007). Yiiniin islenmesi sirasinda kontrollii olarak peptidaz
uygulanmasi ile yiin ipligi {lizerindeki burkulma yiikii ve enerjinin azaltilarak daha
yumusak kumaslarin elde edilmesi saglanabilmektedir (Duran ve Duran 2000).

Tekstil endistrisinin 6nemli bir girdisi olan sentetik liflerin 1slanabilme ve
boyanabilme Ozelliklerinin iyilestirilmesi yoniinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Poliamid
lifler, amid baglarinin hidrojen bagi kurmasi nedeniyle farkli sicakliklara ve asinmaya
kars1 direngli olup kimyasal dayanikliklar1 olduke¢a iyidir. Ancak hidrofobik yapilari
dolayisiyla parlatma ve boyama ajanlarina karsi etkinlikleri diisiiktiir. El-Bendary vd
(2012) Bacillus’dan elde ettikleri peptidazi poliamid ylizeyini modifiye etmek amaciyla
kullanmas, liflerin dayanikliliginda sadece %6’lik bir kayip oldugunu tespit etmis, fakat
lifin hidrofilik 06zelliklerini gelistirdiklerinden temel boyalarla boyanabilirligini
saglamiglardir.

2.3.3.5. Kozmetik endiistrisinde peptidazlarin kullanim

Soyma (peeling) etkisi sebebiyle bitkisel (papain ve bromelain gibi) ve
bakteriyel peptidazlar yiiz bakim kremlerinde kullanilmaktadir. Peeling etkisi,
epidermal hiicre proteinlerinin belirli bir Olgliye kadar hidrolize edilmesi ile
saglanmaktadir. Son zamanlarda daha ekonomik olmasi nedeniyle bakteriyel peptidazlar
(6rnegin subtilisin) bu amagla daha fazla tercih edilmektedir. Yiiz temizleme
sollisyonlarinda peptidaz kullanimi ile sivilceler giderilebilmekte ve ayrica kanin
sirkiilasyonu tesvik edildiginden cildin daha saglikli olmasi saglanmaktadir. Gida
artiklarinin pargalanmasi, dis taglarmin giderilmesi ve dislerin beyazlatilmasi amaciyla
dis macunlarinda da peptidazlar (papain gibi) kullanilabilmektedir (Aehle 2004,
Grzonka vd 2007).

2.3.3.6. Farmakoloji ve tipta peptidazlarin kullanimi

Terdpatik (tedavi edici) ajanlarin gelistirilmesinde peptidazlardan biiyiik 6lgiide
yararlanilmaktadir. Oral yolla alinan Aspergillus oryzae peptidazinin sindirim
yardimcist oldugu, subtilisinin genis spektrumlu antibiyotiklerle kombine olarak yanik
ve yaralarin tedavisinde kullanildig1 bildirilmektedir (Rao vd 1998). Ayrica bagirsak
parazitleri ile miicadelede, kan gruplariin belirlenmesinde, fitik vakalarinda disklerdeki
kikirdaklar1 parcalayarak sirt agrilarinin azaltilmasinda peptidazlar etkili olmaktadir
(Rawlings vd 2007).
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2.3.3.7. Diger kullanim alanlari

Pest kontroliinde, kontakt lens temizleme cozeltilerinde, cerrahi malzemelerin
temizlenmesinde, membranlarin temizlenmesinde (Khan 2013), X-ray ve fotograf
filmlerinde jelatini hidrolizleyerek glimiisiin geri kazanilmasinda, yapi-fonksiyon
iliskisinin aydinlatilmasi, niikleik asit izolasyonu, peptid sentezi ve protein
dizilimlerinin belirlenmesi gibi arastirma alanlarinda (Jisha vd 2013) protein kokenli
cevresel kirlilik unsurlarinin zararsiz ya da az zararli maddelere doniistiiriilmesinde
(biyoremediasyon) peptidazlardan yararlanilmaktadir (Karigar vd Rao 2011).

Sen vd (2014) dort farkl ticari peptidaz (li¢ii Bacillus licheniformis kaynakli,
biri bakteriyel tip VIII) ile deri fabrikasi arazisinden izole ettikleri Bacillus
pseudofirmus SVBI1 araciligiyla irettikleri peptidazi siit ve et isleme tesislerinde
kullanilan malzemelerin ylizeyinde olusan protein yaniklarini temizlemek igin
kullanmig; etkin bir temizlik saglandigin1  ve kendi {rettikleri peptidazin
(saflastirllmamis) daha iyi sonug verdigini bildirmislerdir. Temizlikte kullanilan asit ve
alkali miktarini azalttig1 i¢in enzimatik temizligi ¢cevre dostu bir yontem olarak ifade
etmislerdir.

2.3.4. Bacillus peptidazlar

Bacillus tiirleri, peptidaz iiretimi agisindan iizerinde en c¢ok ¢alisilan
mikroorganizma grubunu olusturmaktadir. GRAS olmalarinin yani sira kiiltiir ortamina
yiiksek konsantrasyonda (g/1 diizeyinde) peptidaz salgilayabilme yetenekleri, ¢evresel
degisimlere kolay uyum saglayabilmeleri ve uzun siiredir ¢alisiliyor olmast nedeniyle
Bacillus cinsinin 6zelliklerinin iyi bilinmesi, endiistriyel peptidaz {liretiminde Bacillus
tiirlerini vazgec¢ilmez kilmistir (Schallmey vd 2004).

Bacillus tiirlerinin  hiicre dis1 peptidazlar1 mikrobiyal gelisme evresinin
logaritmik fazinin sonunda (Simonen ve Palva 1993), durgun fazin basinda ya da
durgun faz siiresince salgiladiklar1 bildirilmektedir (Mabrouk vd 1999). Ancak
logaritmik fazin erken donemlerinden itibaren peptidaz salgilamasinin bagladigini
bildiren c¢alisma da mevcuttur (Beheshti Maal vd 2011). Peptidaz salgilanmasinin,
Bacillus gibi sporlu bakterilerde, durgun fazda besin maddelerindeki (6zellikle azot ve
karbon kaynagi) azalmayla birlikte, vejetatif hiicrelerin spor haline doniismesiyle ilgili
olabilecegi (Hanlon ve Hodges 1981, O’hara ve Hageman 1990), durgun fazin
uzatilmasina yonelik uygulamalarin enzim verimini artirabilecegi bildirilmektedir
(Gupta vd 2002a). Ozellikle eski yaymnlarda peptidaz iiretiminin sporlasma esnasinda
gergeklestigi ifade edilse de (Prestidge vd 1971, Dancer ve Mandelstam 1975, James ve
Mandelstam 1985), sporlasma ve peptidaz iiretiminin ayn: anda olmasina ragmen,
aralarinda bir iligki olmadigini ileri siiren yayinlar da bulunmaktadir. Fleming vd (1995)
gen delesyonu yontemiyle sporlasma Ozelligini tamamen yitiren Bacillus
licheniformis’in serin peptidazi sentezinin normal sekilde devam ettigini tespit
etmiglerdir. Daha eski bir makalede Fleming vd’nin (1995) yaptig1 ¢caligmanin tam tersi
olarak, peptidaz liretiminin sporlasma icin gerekli olup olmadigini aragtirmak igin nétr
ve alkali peptidaz iiretiminden yoksun mutant sus gelistirilmis, calisma sonucunda
sporlagsma i¢in peptidaza ihtiyag duyulmadigi tespit edilmistir (Kawamura ve Doi 1984).
Hamoen vd’ne (2003) gore besin maddeleri azalip da durgun faz baslayinca, Bacillus
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subtilis peptidaz gibi degradatif enzimleri salgilayarak normal sartlarda ulagilmasi zor
olan alternatif kaynaklardan besin olusturmaktadir. Besinsel stresin devam etmesi
durumunda, sporlasma son asama olarak gerceklesmektedir. Yani hiicre, alternatif
kaynaklarin yeterli olmadigi kararmi verinceye kadar sporlagsmayi baskilamaktadir
(Stephens 1998, Schultz vd 2009).

Hiicrelerinde dis zar olmamasit nedeniyle Bacillus tiirleri salgiladiklari
proteinleri kolaylikla kiiltiir ortamina aktarabilmektedirler. Bacillus tiirleri ile yiiksek
konsantrasyonlu iirtin elde edilebilmesi, Bacillus’larin  bu  Ozellikleri ile
iligkilendirilmektedir. Bacillus subtilis’in “kalite kontrol” ve “besleme” peptidazlari
olarak iki gruba ayrilan hiicre dis1 peptidaz irettigi bildirilmektedir. Kalite kontrol
peptidazlari; parcalanmis sinyal peptidler, eksik olarak sentezlenmis ya da yapisal
olarak yanlis katlanmis proteinler gibi hiicre i¢in potansiyel zararli molekiilleri
uzaklastirmada 6nemli rol iistlenmektedir. Besleme peptidazlar ise kiiltiir ortamindaki
protein ve peptidleri parcalayarak hiicre i¢in besin saglamaktadir (Harwood ve
Cranenburgh 2008, van Dijl ve Hecker 2013). Hiicre dis1 peptidaz agisindan yoksun,
mutant Bacillus suslarinin, parcalanmaya (lysis) daha meyilli oldugu ve bu suslarin
gelisme hizlarinin diistiigii belirtilmektedir (Nijland ve Kuipers 2008).

Literatiirde peptidaz iiretimine, liretimin optimizasyonuna, lretilen enzimin
saflagtirllmast  ve karakterizasyonuna yonelik bircok ¢alisma bulunmaktadir.
Bacillus’larin salgiladiklar1 ekstraseliiler peptidazlarin %95’inden fazlasini olusturan
subtilisin (alkali serin peptidaz) ve notral peptidazlarin (metalopeptidaz), lizerinde en
cok calisilan peptidazlar oldugu bildirilmistir (Simonen ve Palva 1993). Cizelge 2.5’te
literatiirde derin kiiltiir yontemi ile hiicre dis1 peptidaz lretimiyle ilgili olarak yapilmis
baz1 ¢alismalarda hangi Bacillus tiirlerinden yararlanildigi, hangi tip peptidazin
tiretildigi ve ham enzim ¢ozeltisinde ulagilan maksimum aktivite degerleri verilmistir.

Konu ile ilgili ulasilabilen g¢aligmalarin ¢ogunda peptidaz iiretme amaciyla
Bacillus’lar genellikle basta toprak olmak tizere (Gupta vd 1999, Kumar vd 1999, Singh
vd 2001, Beg ve Gupta 2003, Abdulrahman ve Yasser 2004, Nascimento ve Martins
2004, Naidu ve Devi 2005, Shafee vd 2005, Chu 2007, Guangrong vd 2008, Nadeem vd
2008, Oskouie vd 2007, Reddy vd 2008) deniz suyu (Patel vd 2006), sicak kaynak suyu
(Abusham vd 2009), atik su (Chu 2007), ¢ig siit (Matta and Punj 1998), seker kamis1
melas1 (Johnvesly ve Naik 2001) gibi kaynaklardan izole edilmis ya da kiiltiir
koleksiyonlarindan (Yang vd 2000, Beg vd 2003) satin alinmistir. Bu caligmalarin
bazilarinda sadece iiretim ve/veya liretimin optimizasyonu yapilirken, bazilarinda ise
iiretim ve optimizasyonun ardindan, enzimin saflastirilmasi ve karakterizasyonu da
yapilmuigtir.

Peptidaz iiretimi ile ilgili olarak Tiirkiye’de yapilan bazi ¢aligmalarda ise
Bacillus tiirleri topraktan (Muderriszade vd 2001, Uyar ve Baysal 2004, Seving ve
Demirkan 2011, Tekin vd 2012), dogal yetistirme ortamlarindan (deri sanayi yan
tirtinlerinden ve topraktan) (Genckal ve Tari 2006), deri sanayi yan {riinlerinden (Tari
vd 2006), komposttan (Denizci vd 2004), sanayi aritma tesisinden (Gerze vd 2005,
Orhan vd 2005), Van Gélii'nden (Oztiirk vd 2009), deri, toprak ve at diskisindan
(Akbalik vd 2004), peynirden (Molva vd 2009) izole edilmistir.
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Cizelge 2.5. Bacillus tiirleri ile peptidaz iiretimine iliskin baz1 ¢calismalar

Bacillus tiiri Peptidaz Enzim Fermantasyon Kaynak*
tiirii aktivitesi siiresi (sa)
Bacillus sp. SSR 1 Serin ~900 U/ml * 15 Singh vd 2001
alkali
Bacillus sp. Alkali 1939 U/ml° 96 Puri vd 2002
Bacillus sp. RGR-14 Alkali 400 U/ml° 48 Oberoi vd 2001
Bacillus sp. RGR-14 Alkali 3914 U/ml® 96 Chauhan ve
Gupta 2004
Bacillus sp. K-30 Alkali 81.1 U/ml° 96 Naidu ve Devi
2005
Bacillus sp. Alkali 410 U/ml® 48 Patel vd 2005
Bacillus sp. Alkali 222 U/ml°® 96 Gengkal ve Tari
2006
Bacillus sp. Alkali 2560 U/ml ® 48 Chu 2007
Bacillus sp. HS08 Notr 6804 U/ml " 18 Guangrong vd
2008
Bacillus sp. RKY3 Notr 939 U/ml° 24 Reddy vd 2008
Bacillus sp. PCSIR Notr ~0.7 U/ml ¢ 48 Qadar vd 2009
EA-3
Bacillus sp. T5 Alkali 83.39 U/ml°® 72 Gilingor 2011
Bacillus sp. GPA4 Alkali 465 U/ml ¢ 48 Hindhumathi vd
2011
Bacillus circulans Alkali 8320 U/ml® 24 Rao vd 2007
Bacillus circulans Alkali  808.68 U/ml* 101 Jaswal vd 2008
Bacillus clausii Alkali 45 U/ml ° 65 Denizci vd 2004
GMBAE 42
Bacillus clausii Alkali 1520 U/ml° 40 Oskouie vd
2008
Bacillus licheniformis Serin 441 U/ml1 ¢ 37 Calik vd 1998
alkali
Bacillus licheniformis Serin 390 U/ml ¢ 43 Calik vd 2002
alkali
Bacillus licheniformis Alkali 221 U/ml°® 36 Abdulrahman
ve Yasser 2004
Bacillus licheniformis Alkali 991 U/ml° 24 Nadeem vd
N-2 2008
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Cizelge 2.5.in devami

Bacillus tiiri Peptidaz Enzim Fermantasyon Kaynak*
tiirii aktivitesi siiresi (sa)

Bacillus licheniformis Alkali  6.66 U/ml® 24 Oztiirk 2007

BA17

Bacillus licheniformis Alkali 15.7 U/ml® 12 Nikerel vd 2008

BA17

Bacillus cereus SV1 Metalo- 5700 U/ml ° 48 Manni vd 2008

peptidaz

Bacillus mojavensis Alkali 1770 U/ml ® 36 Beg vd 2002

Bacillus mojavensis Alkali 2389 U/ml® 12 Beg vd 2003

Bacillus subtilis Alkali 753 U/ml ° Prasanthi vd
2008

Bacillus subtilis - 445 U/ml° 24 Abusham vd
2009

Bacillus subtilis Alkali 585 U/ml ° 36 Mahto ve Bose
2012

Bacillus subtilis Alkali 43 U/ml°® 24 Ravishankar vd

AKR83 2012

Bacillus marmariensis Alkali 22.57 U/ml " 54 Kerimak Oner

GMBE 72 2008

Bacillus sphaericus - 1182.68 48 Liu vd 2010

DS11 U/ml®

? Bir tinite enzim aktivitesi =1 dakikada absorbansi 1 birim artiran enzim miktart

® Bir {inite enzim aktivitesi = analiz kosullarinda 1 dakikada 1 pg ml™ tirozin agi3a ¢ikaran enzim miktar

¢ Bir linite enzim aktivitesi = analiz kosullarinda 1 dakikada 1 pmol tirozin agiga ¢ikaran enzim miktar

¢ Bir iinite enzim aktivitesi = analiz kosullarinda 1 dakikada 4 nmol tirozin aciga cikaran aktivite

e Bir iinite enzim aktivitesi =analiz kosullarinda 1 dakikada 450 nm’de absorbansi 0.001artiran enzim

miktar1

"Bir iinite enzim aktivitesi = analiz kosullarinda 1 dakikada 1 mg ml™! tirozin aciga cikaran enzim miktari

"Cahismalar biyoreaktor ya da calkalamali inkiibatérde erlenle yapilmis olmasi dikkate alinmaksizin

secilmigtir. Verilen aktivite degerleri, ham enzim ¢dzeltisinde ulasilan maksimum aktivitedir.
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2.4. Yanit Yiizey Yontemi

Optimizasyon caligmalarinda yaygin olarak kullanilan tekniklerden biri Yanit
Yiizey (Response Surface) Yontemi’dir. Bu yontem, sistem yanitinin birkag
degiskenden etkilendigi problemlerin modellestirilmesinde ve analizinde yararli olan
matematiksel ve istatistiksel tekniklerin bileskesidir (Harman 2000). Yanit yiizey
yonteminde ilk asamada sistem yanit1 lizerinde etkili oldugu diisiiniilen faktorler ve
bunlarin diizeyleri belirlenmektedir. Daha sonra regresyon analizi ile bir model
olusturularak, regresyon katsayilari yardimiyla bir faktoriin ana veya interaksiyon
etkilerinin yanit degiskeni lizerinde ne derecede etkili olduguna karar verilmektedir. Son
asamada, yanit ile bagimsiz degiskenler arasindaki fonksiyonu gosteren yanit yilizey
grafikleri ile kontur grafikleri ¢izilmekte ve optimum nokta tespit edilmektedir. Ug
farkl1 faktoriin diizeylerinin sistem yanitt iizerine etkisinin arastirildigi deneme
diizenlerinde faktorlerin 2°=8 farkli kombinasyonu s6z konusudur ve bunlarin sekilsel
gosterimlerinde kiip kullamlmaktadir. Ug diizeyli faktdrlerden olusan deneme
diizenlerine “Box-Behnken ve Central Composit (merkezi tiimlesik) deneme diizenleri”
ad1 verilir. Bu tip deneme diizenleri ikinci dereceden bir yanit yiizeyi modelinin
olusturulmasi i¢in en ¢ok faydalanilan yontemlerdir (Kul 2004). Box-Behnken ve
merkezi tiimlesik deneme desenlerinin kiip olarak gosterimleri Sekil 2.9a ve 2.9b’de
gosterilmistir (Anonymous 2014c).

a) b)
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Sekil 2.9. a) Box-Behnken b) merkezi tiimlesik deneme desenlerinin kiip olarak
gosterimi

Box-Behnken deneme diizenlerinde sirayla her bir faktoriin degeri merkez
degerde sabitlenirken, diger faktorlerin tiim diizeylerinin kombinasyonlari
uygulanmakta, son olarak da her bir faktoriin merkez degeri deneme diizeninde yer
almaktadir (Kul 2004).

Central Composit (merkezi tiimlesik) deneme diizenleri ise k faktor sayis1 olmak
tizere 2k sayida iki diizeyli faktoriyel denemenin, 2k sayida eksen nokta ya da yildiz
nokta ile kombinasyonundan olusmaktadir. Ayrica n. sayida merkez nokta igerir.
Modelde yer alan faktorlerin en az iki diizeyli olmas1 gerekmektedir. Olusturulacak olan
ikinci dereceden modelin ana etkileri ve birinci dereceden interaksiyon etkileri 2k

30



denemesinden elde edilirken merkez noktalar yardimiyla sistemin egriselligi test
edilmektedir. Eksen noktalar1 yardimiyla modeldeki karesel terimler tahmin
edilmektedir (Tekindal 2009).

Peptidaz iiretiminin optimizasyonu i¢in yanit yiizey yonteminden yararlanilan
calismalarda (Puri vd 2002, Guangrong vd 2008, Oskouie vd 2008, Reddy vd 2008)
genellikle central composit deneme diizeni kullanilmistir.

2.5. Saflastirma isleminde Kullamlan Bazi Kromatografik Tekniklerin Temel
Prensipleri

Kromatografi, 6rnek bilesenlerinin biri hareketli digeri sabit olan iki faz arasinda
diferansiyel (farkli 6zelliklerine gore) olarak ayrilmasi olayidir. Uygulamalarin ¢gogunda
duragan faz, bir kolon i¢inde paketlenmis olan kiiresel partikiillerden olusmaktadir.
Ayrilmasi istenen karisim mobil faza tamitilmakta ve kolon iginden geg¢meye
zorlanmaktadir. Kat1 faza ilgisi daha fazla olan molekiiller, mobil faza ilgisi daha fazla
olan molekiillere gore kolondan daha yavas gecmektedir (Roe 1994, Miller 2005).

2.5.1. Jel filtrasyon yontemi

Jel filtrasyonu, molekiilleri bir kolon igine yerlestirilmis jel filtrasyon
ortamindan gecirmek suretiyle boyutlarindaki farkliliga gore ayiran, en basit
kromatografik tekniktir. Protein, enzim, polisakkarit, niikleik asit ve diger biyolojik
makromolekiillerin saflastirilmasinda kilit rol oynamaktadir. Ozellikle pH, metal iyonu
ya da kofaktor konsantrasyonu ve cevresel kosullardaki degisimlere karsi hassas
olabilen biyomolekiillere olduk¢a iyi uyum saglamaktadir. Yontem iki farkli sekilde
uygulanabilmektedir. Grup ayrilmasi olarak ifade edilen birinci yontemde, 6rnek
bilesenleri boyut araligina gore iki ana gruba ayrilmaktadir. Bu yontem disiik ya da
yiiksek molekiiler agirliga sahip kontaminantlar1 (bulasanlar1) ortamdan uzaklastirmak
ya da tamponu desalinize etmek (tuzdan arindirmak) ve degistirmek ig¢in
kullanilabilmektedir. ikinci yontem ise biyomolekiillerin yiiksek ¢oziiniirliikle
(kararlilikla) fraksiyonlarina ayrilmasi olarak ifade edilmekte, Ornek bilesenleri
molekiiler boyutlarindaki farkliliga gore birbirinden ayrilmaktadir. Bu yontem, bir veya
daha fazla bileseni izole etmek, monomerleri agregatlardan (kiimelerden) ayirmak,
molekiiler agirh@ tahmin etmek ya da molekiiler agirlik dagilimi analizi
gerceklestirmek icin kullanilabilmektedir (Hagel 2011).

Jel filtrasyon yonteminde, iyon degisimi ve afinite kromatografilerinin aksine
molekiiller, kromatografik bir ortama baglanmaz; dolayisiyla tampon ¢ozeltinin pH’s1,
iyonik kuvveti, bilesimi ve konsantrasyonu, ¢oziiniirliigii yani pikler arasindaki ayrilma
derecesini dogrudan etkilemez. Bu faktorler, sadece tampon ¢oOzelti degisimi
hedeflendigi zaman g6z oniinde bulundurulmalidir (Rosenberg 2005).

Bir ayirma iglemini gergeklestirmek i¢in jel filtrasyon ortami bir yatak
olusturacak sekilde kolon iginde paketlenmistir. Kolon igindeki filtrasyon ortami
gozenekli bir matriksten, bu matriks de fiziksel ve kimyasal dayanikliliklar ile indrtliikk
durumlarina (reaktif ya da adsorptif Ozelligi olmayan) gore sec¢ilmis kiiresel
partikiillerden olugsmaktadir. Kolondan dncelikle tampon madde gegirilerek matriksteki
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gozeneklerin  ve partikiiller arasindaki bosluklarin tamponla dengelenmesi
saglanmaktadir. Gozenekler i¢indeki sivi kimi zaman durgun faz olarak tabir edilir ve
bu sivi, mobil faz olarak tabir edilen partikiiller arasindaki sivi ile denge halindedir.
Ayirma islemi sirasinda farkli tampon cozeltiler kullanmaya gerek yoktur, eliisyon
izokratik olarak yapilabilmektedir. Fakat kolonda kalmis herhangi bir molekiilii
uzaklastirmak, kolonu bir sonraki kullanima hazir hale getirmek i¢in ayirma isleminden
sonra yitkama agamasinin uygulanmasi gerekmektedir (Anonymous 2014d). Sekil 3.4’te
jel filtrasyon yontemi ile molekiillerin ayrilmast sematik olarak gosterilmistir
(Anonymous 2014e).

Biyik ve kigik
q—— molekiillerden olugan
karisim

Jel filtrasyon
—— regineler
(vataklari)

Kiigik molekiiller
vataklarda tutunur ve
/ kolonu en son terkeder

Biiyitk moleldiller yataklarda
futunmaz, vataklar arasmdan

— gecererek kolonu en basta
terkeder

Sekil 2.10. Jel filtrasyon ile farkli boyuttaki molekiillerin ayrilmasi

2.5.2. Afinite kromatografisi

Afinite kromatografisi, bircok biyolojik molekiiliin ayirma ve saflastirilmasinda
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu teknik; enzim-substrat, enzim-inhibitor,
antijen-antikor gibi  biyolojik molekiil ¢iftleri arasindaki oldukca spesifik
interaksiyonlara (etkilesimlere) baglidir ve bu yontemle ayirma islemi, molekiillerin
fonksiyonu veya kimyasal yapisi temel alinarak yapilmaktadir (Stanbury vd 1995).

Afinite kromatografisi tekniginde kullanilan kolon, ¢6ziinmez bir destek
materyali (matriks) icermekte olup molekiil ¢iftlerinden biri olan baglayict madde
(ligand) bu matrikse immobilize edilmistir (Stanbury vd 1995). Yanlis immobilizasyon
yonteminin se¢ilmesi ligandin degismesine ya da denatiire olmasina neden
olabilmektedir. Ornegin immobilizasyon sirasinda enzimin optimum pH noktasi
degisebilmekte veya ligandin aktivitesinin degisimine ve hatta destek maddesinin
gbzenekliliginin degisimine neden olabilen bag olusumu s6z konusu olabilmektedir. Bu
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nedenle immobilizasyon yonteminin sec¢imi, ayirma tekniginin basarisinda 6dnemli bir
rol oynamaktadir (Kim ve Hage 2006).

Ayirma islemi i¢in hedef alinan bileseni igeren 6rnek, uygulama tamponu olarak
da isimlendirilen, uygun bir mobil faz (zayif) yardimiyla kolondan gecirilmektedir.
Ornek kolondan gegerken birbirini tamamlayici olan biyolojik molekiil ¢iftleri baglanip
kolonda tutulurken diger bilesenler kolonda tutunmadan ge¢mektedir. Bu islemin
ardindan kolonda tutulan hedef maddeyi ayirmak icin kolondan, olusan molekiil
ciftlerini ayirabilecek, eliisyon tamponu olarak da ifade edilebilen, bagka bir mobil faz
(kuvvetli) gecirilmekte ve ilgilenilen maddenin kolondan ayrilmasi saglanmaktadir.
Ardindan kolondan tekrar uygulama tamponu gecirilerek kolonun rejenerasyonu
saglanmaktadir (Hage ve Ruhn 2006). Afinite kromatografisinin temel prensibi
Sekil 2.11°de gosterilmistir (Anonymous 2014f).

B = — &

Matriks  Ligand Immobilize igand
8] — il ®e
immobilize ligand Benek Kompleks Safazhidar
Kompleks Saf érnek

Sekil 2.11. Afinite kromatografisinin prensibi

Afinite kromatografisi biyoafinite, immunoafinite, DNA afinitesi, boronat
afinitesi, biyomimetik afinite ve metal iyonu afinitesi gibi cesitli alt dallara
ayrilmaktadir. Bu yOntemler protein, enzim, karbonhidrat, vitamin gibi pek cok
molekiiliin ayrilmasinda, antijen ve antikor saflastirilmasinda kullanilabilmektedir
(Hage 2006).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan Bacillus suslari, Erem (2007) tarafindan siinme
(rope) hastaligr olusmus ekmeklerden izole edilip klasik testler ve API test kitleri ile
tanilanmigtir. Kontrol suslart olarak kullanilan Bacillus cereus 2248 (enterotoksijenik
sus) ve Bacillus cereus 2455/2 (emetik sus) Helsinki Universitesi HAMBI Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan (http://www.helsinki.fi/hambi/), Bacillus subtilis RSK 244 ve
Bacillus subtilis RSK 246 suslar1 Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligi’ndan
temin edilmis; Bacillus subtilis PY22 susu ise daha oOnceki bir ¢alismada (Karakas
2009) kullanilmis olup arastirmaci tarafindan saglanmaistir.

3.2. Metot

3.2.1. Optik yogunluk (OD) dl¢iimii

Fermantasyon ortamindan alinan ornek, steril suyla seyreltilmis ve kor olarak
steril besiyeri kullanilarak 600 nm’de absorbans olglimii yapilmistir. Seyreltmeler
maksimum 0.4 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir.

3.2.2. Ham enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Fermantasyon ortamindan alman 06rnegin 20000g 4 °C’de 15 dak.
santrifiijlenmesi ile elde edilen supernatant, ham enzim ¢dzeltisi olarak analizlerde
kullanilmistir.

3.2.3. Peptidaz aktivitesinin belirlenmesi

3.2.3.1. Spektrofotometrik yontemle aktivitenin tespit edilmesi

Peptidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Anson (1938) ve Cupp-Enyard’in (2008)
metodu modifiye edilmis; substrat olarak kazein kullanilarak, mevcut peptidaz
varliginda kazeinin  pargalanmasi  sonucu agiga ¢ikan serbest tirozinin
spektrofotometrede (Biochrom Libra, Cambridge-ingiltere) 660 nm’de absorbansi
Olclilmiistiir. Bunun igin; bir tanesi kor olmak tlizere 3 adet 3 ml’lik test tiipiine
%0.65’lik (w/v) kazein ¢6zeltisinden' 1 ml aktarilmis ve 37 °C’de 5 dak. bekletilmistir.
Ardindan kor disindaki tiiplere farkli miktarlarda (en fazla 200 pl olacak sekilde) ham
enzim ¢ozeltisi® ilave edilip vorteks (Vortex Genie 2, ABD) ile karistirilarak 37 °C’de
10 dak. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda reaksiyonu durdurmak i¢in biitiin tiiplere
1 ml 110 mM triklorasetik asit (TCA)® ilave edilmis, kor dahil olmak iizere biitin
tiiplere son enzim ¢dzeltisi miktar1 200 pl olacak sekilde ham enzim ¢o6zeltisi eklenmis
ve tiipler vorteks ile karistirilarak 37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir. Ornekler

' pH 7.5 olan 50 mM potasyum fosfat tamponu ile taze olarak hazirlanip kullamlmustir.

% Gerekli oldugu durumlarda ham enzim ¢dzeltisi, pH’s1 7.5 olan 5 mM kalsiyum asetat iceren 10 mM
sodyum asetat tamponu ile seyreltilerek kullanilmistir.

? 6.1 N stok TCA’nin 1:55 oraninda saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmustir.
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10000g 4 °C’de 10 dak. santrifiijlendikten sonra 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 400 pl
supernatant paralelli olarak aktarilmis, iizerlerine 1 ml 500 mM sodyum karbonat
(Na;CO3) ve 200 pl 0.5 M Folin Ciocalteu ilave edilmis ve vorteks ile karistirilarak
tekrar 37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda 6rnekler tekrar 10000g
4 °C’de 5 dak. santrifiijlenmis ve spektrofotometre kiivetine 1 ml supernatant
aktarilarak 660 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir.

Hesaplamalar L-tirozin standardi ile olusturulmus kalibrasyon egrisine ve
asagida verilen formiile gore yapilmistir. Tirozin icin standart efri 6rnegi Ek 1’de
verilmigtir.

Aciga cikan tirozin miktar1 X Analizdeki toplam hacim
Reaksiyon siiresi x Enzim miktar1 x Kiivete aktarilan 6rnek hacmi

Peptidaz aktivitesi =

Peptidaz aktivitesi = {inite/ml

Aciga cikan tirozin miktar1 = mg (L-tirozin kalibrasyon egrisine gore hesaplanir)
Analizdeki toplam hacim = 2.2 ml

Reaksiyon siiresi = 10 dak.

Enzim miktar1 = 10 dakikalik reaksiyon dncesinde ilave edilen enzim miktar1 (ml)
Kiivete aktarilan 6rnek hacmi =1 ml

Bir iinite enzim aktivitesi; kazeinin par¢alanmasi ile 37 °C’de 1 dakikada
1 mg ml™ tirozin aci8a ¢ikaran enzim miktari olarak tanimlanmistir.

3.2.3.2. Zon alaninin ol¢iilmesi ile aktivitenin kalitatif olarak tespit edilmesi

Peptidaz aktivitesinin kalitatif olarak, petride olusturdugu zon alanina gore
belirlenmesi i¢in kazeini sindirme metodu (casein digestion method) kullanilmistir
(Saran vd 2007). Bu amacla 90 mm capli petrilere 14 ml milk agar dokiilmiis, agar
katilagtiktan sonra petrilerin ortalarina 1 cm ¢apli steril mantar delici (cork borer) ile
kuyucuk olusturulmustur. Kuyucuklarin i¢ine 6nce 40 pl agar agar ardindan 40 pl ham
enzim ¢ozeltisi ilave edilmis ve 37 °C’de 1 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
petrilere %10’luk tannik asitten 10 ml ilave edilmis ve kuyucuk etrafinda berrak zon
olusumu gozlenerek kumpas yardimiyla zonun cap1 Ol¢lilmiistiir. Zon alanmi asagidaki
formiil ile hesaplanmistir.

Zon alan1 = Berrak zonun alani — Kuyucuk alani

R 2 r 2
Zonalani = & (-) -7 (-) (3.1)
2 2

R: Berrak zonun ¢ap1
r: Kuyucuk ¢ap1
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3.2.4. Protein miktarinin belirlenmesi

Protein miktarinin belirlenmesi i¢in Bradford (1976) ve Anonymous’un (2013)
metodu modifiye edilerek kullanilmistir. Bunun i¢in ham enzim ¢dzeltisinden uygun
diliisyonlar hazirlandiktan sonra 100 pl alinmis ve lizerine 3 ml Bradford ayiraci ilave
edilerek oda sicakliginda, karanlikta, 10 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
595 nm dalga boyunda absorbans Ol¢iilmiis ve standart olarak bovine serum albumin
kullanilarak olusturulan egri yardimiyla hesaplamalar yapilmistir. Albumin ile elde
edilen standart egri 6rnegi Ek 1°de verilmistir.

3.2.5. Glukoz miktarmin belirlenmesi

Glukoz miktarinin belirlenmesi' icin Miller’in (1959) metodu modifiye edilerek
kullanilmistir. Bunun i¢in ham enzim ¢ozeltisinden 600 pl alinarak tizerine 600 pl DNS
ayiraci ilave edilmistir. Ardindan 90 °C’de 15 dak. 1s1l islem uygulanmis ve siire
sonunda tiiplere 200 pl %40’lik potasyum sodyum tartarat ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Tiipler 5 dak. buzda bekletildikten sonra 575 nm dalga boyunda absorbans ol¢iilmiistiir.
Standart ¢ozelti olarak glukoz kullanilmis ve bununla olusturulan egri yardimiyla
hesaplamalar yapilmistir. Glukoz ile elde edilen standart egri 6rnegi Ek 1°de verilmistir.

3.2.6. Gram boyama

Temiz bir lam {izerine hiicre kiiltlirii ince bir film halinde yayilmis, havada
kurumasi saglandiktan sonra bunzen bekinden iic kez gegirilerek bakterilerin lam
iizerine tespiti (fiksasyon) yapilmistir. Hazirlanmis preparatin {izerine kristal viyole
boyas1 damlatilip 1 dakika beklendikten sonra distile su ile yikanarak kristal viyole
uzaklastirilmistir. Preparata bu kez lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilmis ve
distile su ile yikanarak lugol ¢ozeltisi uzaklastirilmistir. Preparatin tizerine %96’lik etil
alkol damlatilarak 10—15 saniye beklenmis, distile su ile yikanmis ve karsit boya olarak
safranin damlatilarak 10-30 saniye bekletilmistir. Preparat distile su ile yikanarak
havada kendi halinde kurumaya birakilmis ve preparata immersiyon yagi damlatilarak
100’liik objektifle incelenmistir (Temiz 2000).

3.2.7. Bacillus suslarimin enterotoksin iiretme a¢isindan taranmasi

3.2.7.1. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Mevcut bakteriler 50 ml nutrient broth (NB) iceren engelli erlenlerde 37 °C’de
200 rpm’de 18 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda bakterilerin optik yogunlugu
600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve igerisinde 50 ml brain heart infusion broth (BHIB)
bulunan engelli erlenlere, her bir bakterinin baslangi¢ optik yogunlugu (OD) 0.1 olacak
sekilde, hesaplanan hacimlerde inokiilasyon yapilmistir. Calkalamali inkiibatorde (New
Brunswick Scientific, Excella E24, ABD) 37 °C’de 200 rpm’de 18 saat inkiibasyonun

! Aslinda yontem toplam indirgen seker miktarini tespit etmektedir. Ancak fermantasyon ortaminda
sadece glukoz bulundugundan, glukoz miktarinin belirlenmesi olarak ifade edilmistir.
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ardindan bakteri hiicrelerini ayirmak icin hiicre kiiltiirii santrifiijlenmis (10000g, 10
dak., 4 °C) ve supernatant ayrilarak analizlerde kullanilmustir'.

3.2.7.2. BCET-RPLA ile enterotoksin tespiti

BCET-RPLA (Bacillus cereus enterotoxin-reversed phase latex agglutination)
kiti (Oxoid, Ingiltere) ile gergeklestirilen, Bacillus cereus diyarel enterotoksin
(hemolitik toksin) testi i¢in V tabanli 96 kuyucuklu mikroplaka, her bir sus icin ise
mikroplakada 2 siitun kullanilmistir. Mikroplakanin sematik gosterimi Sekil 3.1°de
verilmistir.

1 sus icin

Sekil 3.1. BCET-RPLA kiti i¢in mikroplaka

Oncelikle A satir1 hari¢ olmak iizere, kullanilacak olan tiim kuyucuklara kitle
birlikte gelen seyreltme ¢ozeltisinden (diluent)* 25 pl koyulmustur. Ardindan A ve B
satirlarindaki tiim kuyucuklara 25 pl test 6rnedi (supernatant) ilave edilmis, plaka hafif
sallanarak seyreltme cozeltisi ile test 6rneginin karigmasi saglanmistir. Daha sonra B
satirindan baglanarak her bir kuyucuktan 25 pl 6rnek alinmis ve ayni silitun boyunca
kendinden sonraki satirdaki kuyucuga aktarilarak test Orneginin seyreltilmesi
saglanmistir. Seyreltme islemine H satirina kadar devam edilmistir. Bu durumda A
satirindaki tiim kuyucuklarda sadece test 6rnegi, H satirindaki tiim kuyucuklarda sadece
seyreltme ¢ozeltisi, ara satirlarda ise farkli oranlarda seyreltilmis test 6rneginin olmasi
saglanmistir. Daha sonra her bir sus i¢in ilk silitundaki kuyucuklara duyarli lateks
(sensitised latex), ikinci siitundaki kuyucuklara ise kontrol lateks (latex control)
cozeltisinden ilave edilmistir. Plakanin kapagi kapatilarak siyah zemin iizerinde 20-24
saat bekletilmis ve siire sonunda kuyucuklarda ¢okme olup olmadigi incelenmistir
(Anonymous 2011a). Cokme durumuna gore sonu¢ degerlendirilmesi Sekil 3.2°ye gore
yapilmustir. Analizlerde Bacillus cereus 2248 (Agata vd 1995), enterotoksin acisindan
referans sus olarak kullanilmig, ayrica kitle birlikte gelen pozitif kontrolden de (saf
toksin)* bu amagla yararlanilmistir.

" Bacillus diyarel enterotoksini cama yapisabildiginden yapilan analizlerde polipropilen (PP) veya
polikarbonat (PC) malzemeler kullanilmistir.

* Bovine serum albumin igeren tuzlu fosfat tamponu.
3 Agata vd (1995) bu susu B-4ac olarak kodlamslardir.

* Liyofilize edilmis Bacillus cereus enterotoksini.
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(+) (++) (+++)

Sekil 3.2. BCET-RPLA kiti sonug¢ degerlendirme semasi

3.2.7.3. BDEVIA ile enterotoksin tespiti

BDEVIA (Bacillus diarrhoeal enterotoxin visual immunoassay) kiti (3M Tecra,
ABD) ile gergeklestirilen, Bacillus cereus diyarel enterotoksin (hemolitik olmayan
toksin) testi i¢in kitle birlikte gelen antikor kapli kuyucuklar kullanilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. BDEVIA kitinin antikor kapli kuyucuklar1 ve kuyucuk tablas1

Tablaya yerlestirilen kuyucuklara oncelikle yikama ¢ozeltisinden doldurularak
20-25°C’de 10 dak. beklenmistir. Siire sonunda yikama c¢ozeltisi bosaltilmis ve
kuyucuklara 200 pl 6rnek ¢ozeltisi ile pozitif kontrol (PC) ve negatif kontrol (NC)
koyularak 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde mikroplaka yikayici
(BioTek ELx800, ABD) kullanilarak yikama ¢ozeltisi ile kuyucuklar 4 kez yikanmustir.
Ardindan kuyucuklara conjugate eklenip 20-25 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Siire
sonunda kuyucuklar mikroplaka yikayici ile 5 kez yikanmis, 200 pl substrat ¢ozeltisi
eklenerek 20-25 °C’de 30 dak. siireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda rengin
dagilmasit icin plaka yavasca sallanmig ve Sekil 3.4.°deki renk kart1 kullanilarak
degerlendirme yapilmistir. Testin gegerli olmasi i¢in PC’nin rengi en az #4 kadar koyu,
NC’nin rengi ise en fazla #2 kadar koyu olmalidir. PC’nin rengi en az #4 kadar koyu
ise tepkimeyi sonlandirmak i¢in kuyucuklara 20 pl durdurma (stop) ¢ozeltisi eklenmis
ve mikroplaka okuyucu (BioTek pQuant Monochromatic Spectrophotometer, ABD) ile
PC’nin maksimum absorbans verdigi belirlenen 420 nm dalga boyunda 30 dak. iginde
okuma yapilmistir (Anonymous 2011b). Absorbanst 0.2°’den daha biiyiik olan 6rnekler
test acisindan pozitif olarak degerlendirilmistir'.

! Degerlendirmenin, absorbans lgiilmeden, sadece renk karti ile yapilmasi da miimkiindiir.
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Sekil 3.4. BDEVIA kitinin sonug degerlendirme renk karti

3.2.8. Bacillus suslarimin peptidaz iiretme kapasitelerinin belirlenmesi

Toksin analizleri sonucunda toksin iiretmedigi tespit edilen Bacillus izolatlari
icin peptidaz aktivitesi testi yapilmis ve aktivitesi en yiiksek olan tiirler optimizasyon
calismasinda kullanilmistir. Peptidaz aktivitesinin tespiti i¢in Bacillus izolatlart NB’de
37 °C’de 18 saat olmak {izere 250 rpm ¢alkalama hizinda gelistirilerek on kiiltiir
hazirlanmis, ardindan bu 6n kiiltiirden temel sivi besi ortamina (Cizelge 3.1) baslangi¢
yogunlugu 0.1 OD olacak sekilde aktarim yapilmistir. Daha sonra 3 giin farkli
sicakliklarda fermantasyon yapilmis ve fermantasyon siiresince 24 saatte bir ornek
alimip once OD olglimii gerceklestirilmis, ardindan 20000g 4 °C’de 15 dak.
santrifiijlenerek elde edilen supernatanta (ham enzim ¢dzeltisi) peptidaz aktivitesi testi
uygulanmustir.

Fermantasyonlar 30 °C, 37 °C, 50 °C ve 55 °C’de, 50 ml besiyeri igeren
250 ml’lik engelli cam erlenlerde calkalamali inkiibatdrde (Sartorius Certomat IS,
Almanya) 250 rpm hiz ile yapilmistir. Daha 6nce 6n denemelerle, bakterilerin bu
sicakliklarda gelisme gosterip gostermedikleri optik yogunluk 6l¢timii ile takip edilmis
ve fermantasyonun gerceklestirilecegi sicaklik derecelerine buna gore karar verilmistir.

Cizelge 3.1. Bacillus tiirlerinin peptidaz iiretme kapasitelerinin belirlenmesi igin
fermantasyonda kullanilan temel s1v1 besi ortaminin bilesimi

Glukoz 2 ¢g/L
Maya ekstrakti 10 g/L
KH2P04 1 g/ L
K,HPO4.3H,0 3¢g/L
NaQSO4 2 g/ L
MgS0O,.7H,0 0.1 g/L

3.2.9. Peptidaz iiretimi icin kiiltiir kosullarinin belirlenmesi

3.2.9.1. On kiiltiiriin hazirlanmasi ve fermantasyon kosullar

Inokiilasyon icin on kiiltiir, bakterilerin nutrient brothda 37 °C 250 rpm’de 18
saat gelistirilmesi ile elde edilmis ve enzim {iretiminin gergeklestirilecegi 50 ml besiyeri
iceren 250 ml’lik erlenlere baslangic OD 0.1 olacak sekilde (v/v) aktarilmistir. Her bir
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sus, bir onceki agsamada belirlenen en iyi peptidaz aktivitesi gosterdigi sicaklikta (K1
30 °C, K10 ve N8 37 °C’de) 250 rpm’de 48 saat fermantasyona birakilmig ve 24 saatte
bir 6rnek alinarak OD ve peptidaz aktivitesi Ol¢timleri ger¢eklestirilmistir.

3.2.9.2. Peptidaz iiretimi icin en uygun karbon kaynaginin belirlenmesi

Mevcut bakterilerin peptidaz liretme kapasitelerinin belirlenmesinin ardindan
aktivite agisindan en uygun bulunan ii¢ sus (K1, K10, N8) icin karbon kaynagi testi
uygulanmistir. Karbon kaynaginin se¢ilmesi, bir kerede bir faktoriin (one-factor-at-a-
time/OFAT) degistirilmesi yaklagimina gore yapilmis, bu amagla Cizelge 3.1°de verilen
temel s1v1 besi ortamindaki glukoz yerine ayni oranda sakaroz, nisasta, arabinoz, ksiloz,
mannitol ve sorbitol igeren besiyerlerinden yararlanilmistir. Bundan sonra yapilan tim
fermantasyonlarda besiyerine, aktivite-maliyet dengesi agisindan en uygun karbon
kaynagi ilave edilmistir.

3.2.9.3. Peptidaz iiretimi icin en uygun azot kaynaginin belirlenmesi

Karbon kaynaginin secilmesinin ardindan, segilen karbon kaynagi kullanilarak
aktivite acisindan en uygun olan azot kaynagi belirlenmistir. Bunun i¢in bir kerede bir
faktoriin (one-factor-at-a-time/OFAT) degistirilmesi yaklasimina gore Cizelge 3.1°de
verilen temel s1vi besi ortamindaki maya ekstrakti yerine ayn1 oranda kazein, pepton ve
yeast nitrogen base (YNB) kullanilmistir. Bundan sonra yapilan tiim fermantasyonlarda
besiyerine, aktivite-maliyet dengesi agisindan en uygun azot kaynagi ilave edilmistir.

3.2.9.4. Peptidaz iiretimi icin ¢calkalama hizinin belirlenmesi

Daha Onceki agamalarda secilen karbon ve azot kaynagini iceren besiyerlerine
inokiilasyon yapildiktan sonra fermantasyon 100, 180 ve 250 rpm’de
gerceklestirilmistir. En iyi aktivite degerinin elde edildigi ¢alkalama hiz1 sonraki
asamalarda kullanmak iizere se¢ilmistir.

3.2.9.5. Peptidaz aktivitesi iizerine besiyeri baslangic pH’sinin etkisi

Secilen karbon ve azot kaynagini iceren besiyerlerinin pH’s1t 6 N NaOH ve
6 N HCI kullanilarak 5.0, 5.8, 6.8, 8.2 ve 9.0’a ayarlanmais; inokiilasyondan sonra, tespit
edilen ¢alkalama hizinda 24 saat fermantasyon yapilmistir.

3.2.9.6. Peptidaz aktivitesi iizerine karbon kaynagi/azot kaynagi oraninin
belirlenmesi

Tespit edilen karbon ve azot kaynaklar1 besiyerine, oranlan 1:1, 1:2, 1:5, 1:10,
2:5, ve 2:1 olacak sekilde ilave edilmis ve fermantasyon gerceklestirilmistir.

40



3.2.9.7. On kiiltiir hazirlamada kullanilan besiyerinin etkisi

Peptidaz iiretimi i¢in 6n kiiltiir, hem nutrient brotha hem de onceki agamalarda
iiretim i¢in belirlenmis bilesenleri (karbon, azot, C/N orani) igeren sivi besi ortamina
nutrient agarda gelismis birer kolonininin aktarilmasi suretiyle hazirlanmis ve 37 °C
250 rpm’de 18 saat inkiibe edilmistir.

3.2.10. Yanit yiizey yontemi ile peptidaz iiretiminin optimizasyonu

3.2.10.1. Stok bakteri kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Yanit yiizey yontemi ile optimizasyon islemine ge¢gmeden Once On kiltiir
kosullarindan kaynaklanabilecek sapmalart en aza indirmek i¢in stok bakteri kiiltiirleri
hazirlanmistir. Bunun i¢in; nutrient agarda gelistirilmis olan K1 kiiltiiriinden tek koloni
alnip 50 ml nutrient brothda 37 °C 250 rpm’de 18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiir, %50’lik gliserol ile esit oranda karistirilmis, karistmdan 2 ml’lik steril
tiiplere 1’er ml aktarilmig ve tiipler -80 °C’de muhafaza edilmistir. Bundan sonraki tim
fermantasyon islemlerinde 6n kiiltiir, -80 °C’de muhafaza edilmis olan tiiplerden 1 tane
almip 50 mI’lik besiyerine tamamen aktarilmak suretiyle hazirlanmistir.

3.2.10.2. K1 susunun biiyiime egrisinin olusturulmasi, spesifik gelisme orani ve
ikiye katlanma siiresinin hesaplanmasi

Stok bakteri kiiltiirii kullanilarak 6n kiiltiir hazirlanmis ve 37 °C 250 rpm’de
inkiibasyon sirasinda 1’er saat araliklarla 6rnek alinarak OD 6l¢limii yapilmistir Analiz
4 tekerriirll, 6lgtimler ise 2 paralelli olarak yapilmistir. Zamana karst OD degerleri ile
grafik olusturularak biiylime egrisi elde edilmis, spesifik gelisme orani (n) ve ikiye
katlanma stiresi ortalama deger iizerinden hesaplanmastir.

Spesifik gelisme orami_(biiviime hizi) (sa™): Eksponansiyel fazda birim
zamanda hiicre sayisindaki artig olarak tanimlanir.

u = Eksponansiyel fazda In(OD) ye karsi zaman grafiginin egimi (3.2)

ikive katlanma siiresi (tq):

__In2

ty = (3.3)

3.2.10.3. Yamt yiizey yontemi

Yanit yiizey yontemi i¢in kullanilan deneme deseni Cizelge 3.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Yanit ylizey yontemi merkezi tiimlesik (central composite) deneme deseni

ndar lam Sicaklik Inokulum
St;riat Uysgllrlasl : PtType Blok °C) pH oanIl(l"lA))
1 1 1 1 25.07 5.81 1.81
2 2 1 1 39.93 5.81 1.81
3 3 1 1 25.07 8.19 1.81
4 4 1 1 39.93 8.19 1.81
5 5 1 1 25.07 5.81 4.19
6 6 1 1 39.93 5.81 4.19
7 7 1 1 25.07 8.19 4.19
8 8 1 1 39.93 8.19 4.19
9 9 -1.682 1 20.00 7.00 3.00
10 10 1.682 1 45.00 7.00 3.00
11 11 -1 1 32.50 5.00 3.00
12 12 -1 1 32.50 9.00 3.00
13 13 -1 1 32.50 7.00 1.00
14 14 -1 1 32.50 7.00 5.00
15 15 0 1 32.50 7.00 3.00
16 16 0 1 32.50 7.00 3.00
17 17 0 1 32.50 7.00 3.00
18 18 0 1 32.50 7.00 3.00
19 19 0 1 32.50 7.00 3.00
20 20 0 1 32.50 7.00 3.00
21 21 1 2 25.07 5.81 1.81
22 22 1 2 39.93 5.81 1.81
23 23 1 2 25.07 8.19 1.81
24 24 1 2 39.93 8.19 1.81
25 25 1 2 25.07 5.81 4.19
26 26 1 2 39.93 5.81 4.19
27 27 1 2 25.07 8.19 4.19
28 28 1 2 39.93 8.19 4.19
29 29 -1.682 2 20.00 7.00 3.00
30 30 1.682 2 45.00 7.00 3.00
31 31 -1 2 32.50 5.00 3.00
32 32 -1 2 32.50 9.00 3.00
33 33 -1 2 32.50 7.00 1.00
34 34 -1 2 32.50 7.00 5.00
35 35 0 2 32.50 7.00 3.00
36 36 0 2 32.50 7.00 3.00
37 37 0 2 32.50 7.00 3.00
38 38 0 2 32.50 7.00 3.00
39 40 0 2 32.50 7.00 3.00
40 41 0 2 32.50 7.00 3.00
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Yanit yiizey yontemi ile peptidaz {iretiminin optimize edilmesi i¢in merkezi
timlesik deneme deseninden (central composite-CCD) yararlanilmis; sicaklik (20-45
°C), besiyeri baslangic pH’s1 (5-9) ve inokulum oram (%1-5) faktdr' olarak se¢ilmistir.
Secilen faktorler ve seviyeleri kullanilarak Minitab (Version 17, Minitab Inc.) istatistik
yazilim programi ile deneme deseni olusturulmustur. Fermantasyon denemeleri iki
tekerriirlit ve {ii¢ paralelli yapilmis, tekerriirler deneme deseninde blok olarak
degerlendirilmis, her bir tekerriirde orta nokta 6’sar kez tekrarlanarak toplam 40
fermantasyon yapilmistir. Deneme desenine gore gerceklestirilen islemler Ek 3’te
verilmistir.

3.2.11. Uretilen peptidazin saflastirilmasi

3.2.11.1. Amonyum siilfatla ¢coktiirme

Ham enzim ¢ozeltisini konsantre etmek amaciyla bu ¢ozeltiye amonyum siilfat
ilave edilerek proteinler ¢oktiiriilmistir’. Bunun i¢in 20 ml ham enzim cozeltisi
manyetik karistiric1 lizerinde yavasca karistirilirken {izerine azar azar katt amonyum
stilfat %80 doygunluga erisinceye kadar ilave edilmistir. Ardindan 1 saat kadar daha
karigtirllmaya devam edilmis ve 20000g’de 20 dak. santrifiijlenmistir. Supernatant
ayrildiktan sonra pellet iizerine 50 mM potasyum fosfat (pH 7.5) tamponundan 2 ml
ilave edilerek pellet ¢oziilmiistiir. Proteinden amonyum siilfatin uzaklastirilmasi igin
5ml’lik HiTrap desalting kolon (GE Healthcare, Sweden) kullanilmis, Akta Prime
(Amersham Biosciences, Sweden) protein saflagtirma cihazina baglanan kolona 1.5 ml
ornek yiiklenmis ve tampon ¢ozelti olarak 50 mM potasyum fosfat (pH 7.5) kullanilarak
5 ml/dak akis hiz1 ile islem gergeklestirilmistir.

3.2.11.2. Enzimin ultrafiltrasyon tiipleri ile konsantre edilmesi

Filtre edilmis (0.45 pum) ham enzim ¢oOzeltisinden ultrafiltrasyon tiiplerine
(Vivaspin 20, 10000 MWCO, PES, Sartorious) 15 ml aktarilmis ve hacimsel olarak
10 katlik konsantrasyon saglanincaya kadar 8000g 4 °C’de santrifiijlenmistir.

3.2.11.3. Afinite kromatografisi ile yapilan saflastirma

Ornek ve cozeltilere uygulanan 6n islemler

Saflagtirma islemlerinde kullanilacak tiim ¢ozeltiler c¢ift distile su ile
hazirlanmig, ardindan 0.22 pm’lik filtreden (PES) gecirilmis ve degaz islemi igin
ultrasonik su banyosunda (Bandelin Sonorex RK 255 H, Almanya) tutulmustur.

Ham enzim ¢ozeltisi de kolona yiliklenmeden 6nce 0.45 um’lik (PES, low
protein binding) filtreden gecirilmis ve 3.2.11.2°de anlatildig1 sekilde ultrafiltrasyon
tiipleri ile konsantre edilmistir. Ardindan saflagtirma isleminde kullanilacak olan
baslangi¢ tamponuna adapte etmek icin ham enzim ¢ozeltisi (1.5 ml), Akta Prime

' Verilen faktor seviyeleri eksensel noktalar1 temsil etmektedir.
? Amonyum siilfatla ¢oktiirme islemi hem 4 °C hem de 20 °C’de yapilmustir
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protein saflastirma cihazi kullanilarak 5 ml/dak hizla, jel filtrasyon prensibi ile ¢alisan
HiTrap desalting kolona yiiklenmistir. Kolonun sartlandirilmasi ve asil iglem pH’s1 7.0
olan 100 mM MOPS [3-(N-morfolino)propansiilfonik asit] tamponu ile yapilmistir. Bu
islem yapilirken cihazdan UV piki takip edilip, absorbansin sifirlandig1 noktaya kadar
olan tiim fraksiyonlar (1’er mlI’lik) toplanmistir. Toplanan her bir fraksiyonda peptidaz
aktivitesi Ol¢limii yapilmig (Bkz. 3.2.3.1) ve peptidaz aktivitesi gosteren fraksiyonlar
birlestirilerek saflastirmanin yapilacagi ana kolona ytliklenmistir.

Afinite kromatografisi ile peptidazin saflastirilmasi

Kolon ve tampon ¢ozelti secimi Lauer vd (2000)’e gore yapilmistir. Saflagtirma
islemi Akta Prime protein saflastirma cihazi kullanilarak 1 ml’lik HiTrap Blue HP (GE
Healthcare, Sweden) kolon ile yapilmistir. Bunun i¢in oncelikle kolon baslangi¢ yani
baglayici (binding) tampon olan 100 mM MOPS (pH 7.0) ile sartlandirilmis ve kolona
1 ml/dak hiz ile 5 ml 6rnek yiiklenmistir. Ardindan yine 1 ml/dak hiz ile kolondan 10 ml
baglayici tampon gegcirilerek kolon yikanmistir. Kolona baglanan peptidazi ayirmak igin
kolondan 25 ml eliisyon tamponu (100 mM MOPS, 1 M NaCl, pH 7.0) step gradient
olarak gecirilmig, yani tuz konsantrasyonu asamali olarak degil, bir anda 1 molara
cikarilmistir. Kolona 6rnegin yiiklendigi andan, eliisyon isleminin tamamlandig1 ana
kadar 1’er ml’lik fraksiyonlar toplanmistir. Fraksiyon toplama islemine sadece tuz
konsantrasyonu yiikseltilirken ara verilmis (zaten bu sirada kolondan tampon ¢ozelti
gegmemektedir), konsantrasyon 1 M’a ¢iktiktan sonra tekrar fraksiyon toplanmistir.
Toplanan fraksiyonlardan peptidaz aktivitesi gdsterenler sonraki analizlerde
kullanilmistir. Eliisyon sirasinda toplanan fraksiyonlar, tuz arindirma islemi (desalting)
uygulandiktan sonra aktivite acisindan test edilmistir. Tuz arindirma islemi HiTrap
desalting kolon ile yapilmis ve tampon ¢dzelti olarak 50 mM potasyum fosfat (pH 7.5)
kullanilmistir.

3.2.12. Uretilen peptidazin karakterize edilmesi

Uretilen enzimin karakterize edilmesi igin yapilan tiim analizler hem ham enzim
cozeltisi (supernatant=fermantasyon sivisi) hem de HiTrap Blue kolondan geg¢irilerek
kismen saflastirilan enzim ¢ozeltisi i¢in uygulanmastir.

3.2.12.1. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Uretilen enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi ve safliginin kontrolii
akrilamid oran1 %S5 olan yiikleme ve %10 olan ayirma jeli kullanilarak SDS-PAGE ile
(Laemmli 1970) yapilmistir. Jeller stok cozeltiler kullanilarak hazirlanmis ve jel
bilesenlerinin son konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi: Protein &rneginden 19.5 pl alinarak 7.5 pl 4X SDS
ornek tamponu (200 mM Tris-HCl pH 6.8, %8 SDS, %0.4 bromfenol mavisi, %40
gliserol) ve 3 ul 1 M DTT ile kanistirilmis, ardindan 70 °C’de 10 dakika 1s1l isleme tabi
tutularak denatiire edilmistir.

Oncelikle ayirma jeli hazirlanmis, hemen cam plakalar arasma dokiiliip
polimerize olmasi i¢in beklenmistir. Polimerizasyonun ardindan yiikleme jeli dokiilmiis
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ve kuyucuklarin olugmasi i¢in elektroforez taragi yerlestirilmistir. Jeller, jel yiiriitme
haznesine uygun sekilde yerlestirildikten sonra haznenin bosluklart TGS tamponu
25mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 SDS, pH 8.3) ile doldurulmustur. Yukarida
belirtildigi sekilde hazirlanan 6rnekler jele yliklenmis ve 150 V akim altinda 75 dakika
boyunca elektroforez islemi gercgeklestirilmistir. Molekiiler standart olarak 5 pl Page
Ruler Unstained Protein Ladder (Pierce Biotechnology, ABD) kullanilmigtir.

Cizelge 3.3. SDS-PAGE’de kullanilan jellerin bilesimi

Ayirma jeli Yiikleme jeli

Akrilamid %10 %5
(%9.7 akrilamid ve %0.3 (%4.83 akrilamid ve %0.17
N,N’-bis-metilen akrilamid N,N’-bis-metilen akrilamid

karigimi) karigimi)
Tris-HCI tamponu 375 mM (pH 8.8) 125 mM (pH 6.8)
SDS %0.1 %0.1
Amonyum persiilfat (APS) 9%0.1 %0.1
Tetra metil etilendiamin %0.04 %0.1

(TEMED)'

"TEMED karisima en sonda ilave edilmistir.

Elektroforez isleminden sonra jeller dnce saf su i¢inde orbital calkalayicida 15
dakika bekletilmis, ardindan Comassie mavisi ¢ozeltisi ile 1 saat orbital calkalayicida
(VWR, STD 5000, ABD) bekletilerek boyanmistir. Daha sonra birkag¢ kez boya giderici
cozelti (%20 metanol, %10 asetik asit, %70 distile su) i¢inde yine orbital ¢alkalayicida
bekletilerek boyanin yikanmasi saglanmis ve jeller goriintiileme sistemi (LiCor
Odyssey, ABD) ile taranarak incelenmistir.

3.2.12.2. Zimografi

Ornek igindeki peptidazin say1 ve boyut olarak gériintiilenmesi igin zimografi
analizi, Fernandez-Resa vd (1994) ile Leber ve Balkwill’in (1997) yontemleri modifiye
edilerek yapilmistir. Zimografi jellerinin hazirlanmasi prensip olarak SDS-PAGE’de
yapildigi gibidir (Bkz. 3.2.12.1). Ancak jel bilesiminde bazi farkliliklar bulunmaktadir
Cizelge 3.4’de zimografi jellerinin bilesimi verilmistir.

Orneklerin hazirlanmasi: Protein drneginden 21 pl alinarak 7 ul 4X SDS 6rnek
tamponu ile karistirilmigtir.

Jeller, jel yiirlitme haznesine uygun sekilde yerlestirildikten sonra haznenin
bosluklart TGS tamponu (25 mM Tris, 192 mM glisin, %0.1 SDS pH 8.3) ile
doldurulmus, ornekler jele yiiklenmis ve 150 V akim altinda 75 dakika elektroforez
1slemi gerceklestirilmistir. Molekiiler standart olarak 5 ul Page Ruler Unstained Protein
Ladder (Pierce Biotechnology, ABD) kullanilmistir.

Elektroforez isleminin tamamlanmasinin ardindan jeller, 30 dakika sonra tampon
yenilenmek {izere 2 kez renatiirasyon tamponu (%2.5 Triton X-100) i¢inde orbital
calkalayicida (VWR, STD 5000, ABD) 1 saat boyunca bekletilmistir. Jeller daha sonra
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gelistirme tamponuna (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 5 mM CaCl,, %0.02 NaN3) aktarilip
yine orbital calkalayicida 15 dak. bekletilmistir. Siire sonunda tampon yenilenmis ve
buharlagsmay1 dnlemek i¢in parafilm ile sarilarak 37 °C’de bir gece inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun bitiminde jellerin boyanmas: ve boyanin giderilmesi SDS-PAGE’de
oldugu gibi yapilmis ve jeller goriintiileme sistemi (LiCor Odyssey, ABD) ile taranarak
incelenmistir.

Cizelge 3.4. Zimografide kullanilan jellerin bilesimi

Ayirma jeli Yiikleme jeli

Akrilamid %10 %5
(%9.7 akrilamid ve %0.3 (%4.83 akrilamid ve %0.17
N,N’-bis-metilen akrilamid N,N’-bis-metilen akrilamid

karigimi) karigimui)
Tris-HCI tamponu 375 mM (pH 8.8) 125 mM (pH 6.8)
Kazein %0.08 -
Amonyum persiilfat (APS) %0.1 %0.1
Tetra metil etilendiamin %0.04 %0.1

(TEMED)"

"TEMED karisima en sonda ilave edilmistir

3.2.12.3. Enzimin optimum pH degeri ve pH kararhliginin belirlenmesi

Enzimin optimum pH degerinin belirlenmesi i¢cin 50 mM’lik farkli tampon
sistemleri i¢inde hazirlanmis, %0.65’lik (w/v) kazein ¢ozeltisi kullanilarak 3.2.3.1°de
anlatilan peptidaz aktivitesi testi uygulanmistir. Tampon sistemleri olarak sodyum sitrat
(pH 6), potasyum fosfat (pH 7.0 ve 7.5), Tris-HCI (pH 8.0, 8.5 ve 9.0), Glisin-NaOH
(pH 10 ve 11) ve KCI-NaOH (pH 12 ve 13) kullanilmigtir. Optimum pH degeri tespit
edildikten sonra karakterizasyon icin yapilan tiim analizler, belirlenen pH degerinde
yapilmustir.

Enzimin pH kararliliginin belirlenmesi i¢in enzim ¢ozeltileri yukarida belirtilen
farkli pH’lardaki tamponlar ile esit hacimlerde karistirilmig ve 37 °C’de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan hemen once ve inkiibasyondan 2 ve 18 saat sonra
3.2.3.1°de anlatilan yontemle peptidaz aktivitesi dl¢iilmiistiir. Inkiibasyondan énce farkli
pH’lar icin belirlenen aktivite degerleri %100 kabul edilmis, inkiibasyon sonrasinda
belirlenen aktivite degerleri ise kalan aktivite yiizdesi olarak hesaplanmustir (Oztiirk
2007).

3.2.12.4. Enzimin optimum sicaklik degeri ve sicakhik kararhihiginin belirlenmesi

Enzimin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi i¢in 3.2.3.1°de anlatilan
yonteme gore 50 mM fosfat tamponu (pH 7.5) i¢inde hazirlanan %0.65°1lik (w/v) kazein
cozeltisi ile karistirillan enzim Ornekleri 37 °C yerine 4-70 °C arasindaki farkli
sicakliklarda 10 dak. inkiibe edilmis ve aktivite degeri Ol¢iilmiistiir.

Enzimin sicaklik kararliliginin belirlenmesi i¢in enzim ¢dozeltileri 4-70 °C
arasindaki farkli sicakliklarda 6n inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyonun 10, 30, 60,
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90 ve 120. dakikalarinda 6rnek alinarak aktivite degerleri, 3.2.3.1°de anlatilan yontemle
belirlenmistir. On inkiibasyona birakilmayan enzim orneginin aktivitesi %100 kabul
edilerek, inkiibasyon sonrasi aktivite degerleri kalan aktivite %’si olarak ifade
edilmistir.

3.2.12.5. Enzim aktivitesi iizerine peptidaz inhibitorlerinin etkisinin belirlenmesi

Uretilmis olan enzim ¢dzeltisindeki peptidazin smifinin belirlenebilmesi igin
enzim c¢ozeltileri farkli konsantrasyonlardaki peptidaz inhibitorleri ile karigtirildiktan
sonra 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan peptidaz aktivitesi (60 °C’de
olmak iizere) 3.2.3.1°de anlatilan ydntemle belirlenmistir. inhibitor ilave edilmeyen,
ayn sekilde inkiibe edilen enzimin aktivitesi %100 kabul edilerek, inhibitor ilaveli
enzim Orneklerinin aktivitesi bagil olarak hesaplanmigtir. Kullanilan inhibitorler ve
enzim Ornegi ile karistirildiktan sonraki son konsantrasyonlar1 Cizelge 3.5°te verilmistir.

Cizelge 3.5. Calismada kullanilan peptidaz inhibitorleri

Inhibitor Inhibe ettigi peptidaz Son konsantrasyon
PEP-A Aspartik peptidaz 5, 10,20 uM
E-64 Sistein peptidaz 10, 20, 40 uM
PMSF Serin peptidaz 1,2,4 mM
O-FEN Metalopeptidaz 1,2,4mM
EDTA Metalopeptidaz 1,2,4 mM

PEP-A ve O-FEN metanol, PMSF etanol, E-64 ise etanol-su karigimi (1:1) ile
¢Oziilerek hazirlanmistir.

3.2.12.6. Enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisini belirlemek i¢in enzim
ornekleri farkli metal iyonlar1 (BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCl,, FeCl,, FeCls, MgCl,,
HgCl,, MnCl,, ZnCl,, NiCl,, KCI, NaCl) ile metal iyonlarinin son konsantrasyonlari
0.5 mM, 2,0 mM ve 5 mM olacak sekilde, esit hacimlerde karistirilmis ve 37 °C’de
30 dak. inkiibe edilmistir. Ardindan aktivite degerleri (60 °C’de olmak iizere) 3.2.3.1°de
anlatilan yontemle belirlenmistir. Yar1 yariya seyreltilmis, ayni sekilde inkiibe edilmis,
metal iyonu igermeyen enzim Orneginin aktivitesi %100 kabul edilerek, diger aktivite
degerleri bagil olarak hesaplanmistir.

3.2.12.7. Enzim aktivitesi iizerine bazi organik ¢oziicii, deterjan katki maddeleri ve
yiizey aktif maddelerin etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi {lizerine olan etkilerini belirlemek i¢in organik ¢oziicii olarak
etanol, aseton, asetonitril ve ksilen (%1, %5 ve %20; v/v); deterjan katki maddeleri
olarak Triton X-100 (v/v) ve SDS (w/v) (%0.1, %0.5, %1); yiizey aktif madde olarak ise
Tween 20 ve Tween-80 (%0.1, %0.5, %1; v/v) kullanilmistir. Bu maddeler (belirtilen
oranlar karisim igindeki son konsantrasyon olmak {iizere) enzim Ornekleri ile
karistirilmis ve 37 °C’de 30 dak. inkiibe edildikten sonra 3.2.3.1°de anlatilan yontemle
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aktivite belirlenmistir. S6z konusu maddeleri icermeyen, ayni oranda seyreltilmis ve
inkiibe edilmis enzim Orneginin aktivitesi %100 kabul edilerek, diger aktivite degerleri
bagil olarak hesaplanmistir.

3.2.13. istatistiksel degerlendirme

Peptidaz {iretiminin optimizasyonu asamasinda yanit ylizey yontemine gore
verilerin degerlendirilmesi Minitab (Version 17) yazilim programi ile yapilmistir.
Bunun diginda istatistiksel degerlendirmenin gerekli oldugu yerlerde SAS istatistik
programi (SAS Instutue Inc. SAS System 9.0) kullanilarak analiz edilen parametrelerin
bu faktorlere iliskin degisim ve etkileri varyans analizleriyle (ANOVA) test edilmis,
onemli bulunan varyasyon kaynaklarinin etki diizeyleri ise Duncan Coklu Karsilastirma
Testi ile ortaya koyulmustur.

3.2.14. Baz1 suslarin molekiiler metotlarla tanilanmasi

K1, KI0O ve N8 suglarinin tanilanmasi REFGEN (Gen Arastirmalari ve
Biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara) tarafindan 16S mikrobiyal tanimlama yontemi ile
yapilmis, tanilama isleminde primer olarak 27F ve 1492R kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirma sonuclarinin net bir sekilde verilebilmesi i¢in bu tez ¢calismasi 6 asama
olarak ele alinmistir:

I.  Mevcut Bacillus suslarinin toksin tiretip tiretmediginin belirlenmesi
II.  Toksin iiretmeyen suslar arasindan peptidaz aktivitesi en yiiksek olan tiirlerin
fermantasyon sicakligi baz alinarak secilmesi
III.  Segilen Bacillus suslar1 acisindan en uygun kiiltir ve enzim {iretim
kosullarinin belirlenmesi
IV.  Yanit yiizey yontemi ile segilen susun peptidaz liretiminin optimize edilmesi
V.  Optimum kosullarda iiretilmis olan peptidazin kismi olarak saflagtirilmasi
VI.  Kismi olarak saflastirilan enzimin karakterize edilmesi

4.1. Toksin Tarama Sonuclari

Bu caligmada, peptidaz iiretiminde kullanilacak olan suslarin Oncelikle toksin
iretip iretmediklerinin belirlenmesinin nedeni, enzim T{retiminin basarili sekilde
gerceklestirilebilmesi durumunda, tiretilen peptidazin gida endiistrisi basta olmak {izere
cesitli  endiistriyel uygulamalarda kullanilabilirliginin  arastirilmasina  olanak
saglayabilmektir. Enzimin endistriyel uygulamalarda kullanilabilirligi ancak GRAS
statlide suslardan dretilmesi ile miimkiin olmaktadir. Bu amagla toksin {iretme
kapasitesinde olan suslarin, enzim {iretimine gegmeden Once elenmesi saglanmistir.

BCET-RPLA kiti Hbl alt birimlerinden L,’yi, BDEVIA kiti ise Nhe alt
birimlerinden NheA’y1 tespit edebilmektedir. Her iki enterotoksin de ii¢ alt birimden
olusmakta ve maksimum biyolojik aktivite i¢in her ii¢ alt birimin birden bulunmasi
gerekmektedir (Lindbdck ve Granum 2006, Senesi ve Ghelardi 2010). Testlerle L, ve
NheA’nin  tespit edilmemesi durumunda toksinlerin {retilmedigi sonucuna
varilabilmektedir. Ancak s6z konusu alt birimlerin varliklarinin belirlenmesi, kesin
olarak aktif toksinin iiretilebilecegi anlamina gelmemektedir (Lindbick ve Granum
2006). Dolayisiyla bu calismada kesin olarak bu toksinleri iiretmeyecek olan suslarin
secilmesi hedeflenmis ve alt birimlerin tespit edilmedigi suslarla calismalara devam
edilmistir.

BCET-RPLA kiti sonuglari, mikro plakada ¢okme olup olmadigi gozlenerek
degerlendirilmektedir.  Susun  Hbl enterotoksini  acisindan  pozitif — olarak
degerlendirilebilmesi i¢in, normal kosullarda, duyarli lateks igeren 1. siitundaki
kuyucuklarda ¢okme olmasi, ancak kontrol lateksi iceren 2. silitundaki kuyucuklarda
¢okme olmamasit gerekmektedir. Nitekim, pozitif kontrol sus olarak kullanilan
enterotoksik sus B. cereus 2248 ve saf toksin icin ¢okme durumu aynen bu sekilde
sonuclanmistir. Susun negatif olarak degerlendirilebilmesi i¢in ise her iki stitundaki
kuyucuklarda da ¢okme olmamasi gerekmektedir. Bu calismada negatif suslarin
degerlendirilmesinde sorun yasanmamais, her iki siitunda ¢cokme gozlenmeyen suslar Hbl
enterotoksinini iiretmesi bakimindan negatif olarak kabul edilmistir. Ancak bunlarin
disindaki suslarda hem 1. hem de 2. siitundaki kuyucuklarda ¢ékme oldugundan, bu
suslarin  degerlendirilmesinde sikintilar yasanmustir. Toksin kitinin  kullanma
kilavuzunda bazen kontrol lateksde spesifik olmayan c¢okmeler gozlenebilecegi, bu
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durumda; duyarli lateksdeki ¢okmenin, kontrol latekse gore daha ileri seyreltme
diizeylerinde olmas1 sartiyla sonucun pozitif olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir
(Anonymous 2011a). Fakat bunun tam tersi olarak, genellikle, kontrol lateksdeki
¢okmenin duyarli lateksdekine gore daha ileri seyreltme diizeylerinde oldugu
gozlenmistir. Dolayisiyla bu suslar i¢in elde edilen sonuglar ne pozitiflik ne de
negatiflik kurallariyla uyum saglamistir. Bu suslarin hi¢birindeki ¢okme, enterotoksin
acisindan pozitif kontrol susu olan B.cereus 2248 veya saf toksinin ¢cokme durumu ile
benzerlik arz etmemesine ragmen, sonuclar negatif olarak da degerlendirilemedigi i¢in,
risk almamak adina bu suglarin tamaminin Hbl enterotoksini agisindan muhtemel pozitif
olarak kabul edilmesine karar verilmistir. Cokme durumunun farkli sekilde
gerceklesmesinin - B. cereus  digindaki suglarin  toksin  yapisinin  farkliligindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Cokme durumunun nasil oldugunun anlasilmasi i¢in bazi suslara ait BCET-
RPLA sonuglar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir.

N5 N7 N8 N11 N12 B. cereus 2248

Sekil 4.1. Baz1 Bacillus suslar1 icin BCET-RPLA sonuglari

Nhe enterotoksininin tespiti (BDEVIA) Hbl enterotoksinine gdére daha rahat
yapilmis, renk kart1 ile yapilan degerlendirmenin, absorbans Ol¢iimii ile de
desteklenmesi sonuglarin yorumlanmasini kolaylastirmistir. Bazi suslara ait test
sonuglart Sekil 4.2°de gosterilmistir. Emetik sus olan B. cereus 2455/2°’nin Nhe
enterotoksini agisindan da pozitif oldugu Sekil 4.2°de goriilmektedir. Bu sonug, emetik
toksin lireten B. cereus suslarinin nhe genini de tasidiklarinmi ve genellikle Nhe
enterotoksinini de tirettiklerini belirleyen diger arastirma sonuglari (Ehling-Schulz 2005,
Ehling-Schulz 2006, Kim vd 2010) ile uyum saglamaktadir. Dolayisiyla emetik toksin
iireten suslar da diyareye neden olabilmektedir. Ayrica standart sus olarak kullanilan
Bacillus subtilis RSK 246°nin da Nhe enterotoksinini {iretebildigi belirlenmistir.

50



RSK 246 B. cereus 2248
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Sekil 4.2. Baz1 Bacillus suslart icin BDEVIA sonuglari

Yukarida yapilan agiklamalar dogrultusunda, siinmiis ekmeklerden izole edilen
suslar ile kontrol suslart icin BCET-RPLA ve BDEVIA kitleri kullanilarak yapilan
enterotoksin analizi sonuglar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Stinmiis ekmeklerden izole
edilmis olan suslardan sadece bir tanesinin (N6) hem Hbl hem de Nhe
enterotoksinlerini, 22 tanesinin sadece HbI, 2 tanesinin de (N10, N13) sadece Nhe
enterotoksinini {iretebilme kapasitesinde olduklar tespit edilmistir. Erem’in (2007) izole
ettigi suslar icin biyokimyasal testler ve API CH test kiti ile yaptigi tanilama sonuglari
Ek 2’de sunulmustur. Her ne kadar molekiiler yontemlerle kesin tanilama islemi
yapilmamis olsa da Ek 2 ile karsilastirma yapildiginda sadece Hbl enterotoksini iirettigi
tespit edilen suslarin cogunlukla B. subtilis ve B. megaterium olarak tanilandigi, sadece
Nhe enterotoksinini iireten suglardan N13 kodlu susun biyokimyasal testlerle
B. coagulans, API test kitleri ile B. licheniformis olarak; N10’un ise her iki yontemle
B. licheniformis olarak tanilandig1 goriilmektedir. Her iki enterotoksini birden {ireten N6
kodlu sus ise klasik testlerle B. subtilis, API test kiti ile B. pumilus olarak tanilanmistir.

Beattie ve Willliams (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada bakteri supernatantlarini
BDEVIA ve BCET-RPLA kitleri ile test etmis; B. thuringiensis, B. circulans,
B. licheniformis, B. lentus ve B. laterosporus/cereus’un Nhe; B. circulans,
B. laterosporus/cereus, B. lentus, B. licheniformis, B. mycoides ve B. thuringiensis’in
Hbl enterotoksinini iirettiklerini belirlemis, liretilen toksinlerin B. cereus toksinlerine
benzer yapida oldugunu  savunmuglardir. Phelps ve McKillip (2002)
B. amyloliquefaciens, B. circulans, B. lentimorbis, B. pasteurii ve B. thuringiensis
subsp. kurstaki gibi tiirlerin, Rowan vd (2001) ise B. cereus, B. licheniformis,
B. circulans ve B. megaterium’un toksin {iretme kapasitelerinin oldugunu
belirlemislerdir.

Ozellikle B. subtilis ve B. licheniformis GRAS olarak bilindiklerinden bircok

endiistriyel uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak toksin iiretebildiklerinin
de goz ard1 edilmemesi gerekmektedir.
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Cizelge 4.1. Bacillus izolatlarinin enterotoksin analizi sonuglari

BCET-RPLA BDEVIA BCET-RPLA  BDEVIA

Izolat (Hbl)’ (Nhe) 1zolat (Hbl)’ (Nhe)
N1 - - K3 - -
N2 1:2 - K4 1:4 -
N3 - - K5 1:4 -
N4 1:4 - Ko - -
N5 1:4 - K7 - -
N6 1:1 + K8 1:4 -
N7 1:4 - K9 - -
N8 - - K10 - -
N9 - - K11 1:2 -

N10 - + K12 1:4 -
N11 1:2 - K13 1:4 -
N12 1:4 - K14 1:2 -
N13 - + K16 1:4 -
N14 1:4 - K17 - -
N15 1:2 - K18 1:4 -
N16 - - K19 1:8 -
N17 1:2 - BKO07 - -
N19 - - Bacillus subtilis PY 22 - -
N21 1:2 - Bacillus subtilis RSK 244 - -
N22 1:4 - Bacillus subtilis RSK 246 - +
K1 - - Bacillus cereus 2248 1:64 +
K2 1:4 - Bacillus cereus 2455/2 - +

? © Cokme gozlenen en son kuyucuktaki seyreltme oram verilmistir.
* " Pozitif;, = ° Negatif;

4.2. Peptidaz Aktivitesi En Fazla Olan Bacillus Susunun Belirlenmesi

Toksin tarama testi sonrasinda peptidaz iiretimi i¢in degerlendirilmeye karar
verilen suslar arasindan aktivitesi en yiiksek olan suslarin se¢imi, bu suslarin dort farkl
sicaklikta (30 °C, 37 °C, 50 °C ve 55 °C) fermantasyona tabi tutulmasi suretiyle
yapilmistir. Farkli sicakliklarin denemeye dahil edilmesindeki amag, mevcut suslarin
geligebildikleri, daha da 6nemlisi peptidaz aktivitesi gosterebildikleri sicaklik alt ve tist
simnirlarii  tespit  edebilmektir. Bu sekilde aymi zamanda, peptidaz {iretiminin
optimizasyonu asamasi i¢in yanit ylizey yonteminde kullanilabilecek limit degerler de
belirlenmistir.

Fermantasyonlar yapilirken Erem’in (2007) izole ettigi suslar disinda, standart
olarak kabul edilebilecek suslar da (PY22 olarak kodlanan Bacillus subtilis 168 ve
RSK244 olarak kodlanan Bacillus subtilis subtilis) karsilastirma kolaylig1 saglamasi
acisindan denemeye dahil edilmistir. Denemelerde kullanilan BKO7 de Erem (2007)
tarafindan izole edilmis ve Bacillus subtilis oldugu Karakas (2009) tarafindan
bildirilmistir.

Fermantasyon denemelerine dncelikle yiiksek sicakliktan (55 °C) baslanmis, bu
sicaklikta 72 saatlik fermantasyon siliresince bakterilerin az da olsa gelisebildikleri
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(Cizelge 4.2) ancak peptidaz aktivitesi gosteremedikleri tespit edilmistir. Bunun {izerine
daha yiiksek sicakliklar denemeye dahil edilmemis ve 50 °C’de fermantasyon
gergeklestirilmistir. Bu sicaklikta elde edilen OD degerleri, 55 °C’de fermantasyon
sirasinda belirlenen OD degerlerine gore daha yiliksek olmasina ragmen, bakterilerin bu
sicaklikta da peptidaz aktivitesinin olmadigr goriilmiistiir. Daha sonra optimum
mezofilik sicaklik olan 37 °C ve bakterilerin iyi gelisebildikleri bilinen 30 °C’de
fermantasyon gerceklestirilmistir. Her iki sicaklikta da bakterilerin peptidaz
tiretebildikleri tespit edilmistir.

Peptidaz aktivitesi testine ait sonuglar incelendiginde, 37 °C’de en yliksek
aktiviteye sahip tlirlerin K10 (51.602 {inite/ml) ve K1 (50.238 iinite/ml) oldugu
Sekil 4.3a’dan goriilmektedir. Fermantasyona her sus ayn1 OD degerinde (0.1) baglamis,
ancak 72 saatlik silire zarfinda suslarin gelisme diizeyleri dogal olarak farkli olmus ve
farkli OD degerleri elde edilmistir. Bu nedenle Sekil 4.3b’de her bir sus i¢in birim
OD’deki peptidaz aktivitesi degerleri verilmistir. Bu agidan bakildiginda N8 kodlu sus,
aktivite acisindan 6n plana ¢ikmaktadir. N8’in optik yogunlugu diisiik oldugu i¢in elde
edilen aktivite/OD degeri yliksek olmaktadir. Enzim {iretimi calismalarinda, pratik
olarak, birim OD ya da birim hiicre tarafindan iiretilen enzimin aktivitesinden ziyade
elde edilen toplam aktivite daha Onemli olmaktadir. Ancak yapilacak On islemler
(karbon kaynagi, azot kaynagi belirleme vs.) sirasinda aktivitede herhangi bir degisim
elde edilip edilemeyeceginin goriilebilmesi agisindan, N8 kodlu susun da denemeye
dahil edilmesinin uygun olabilecegi diislinilmistiir. Benzer sekilde, 30 °C’de
gerceklestirilen fermantasyona ait sonuglar incelendiginde (Sekil 4.4) en yiiksek
peptidaz aktivitesine K1 (82.641 iinite/ml) kodlu susun sahip oldugu goriilmektedir.

Peptidaz {iretiminin optimizasyonu asamasinda yanit ylizey yOntemi
kullanilmistir. Yanit yiizey yOnteminin merkezi tiimlesik deneme deseninde, model
disindan degerler de denemeye dahil edildiginden bu asamada 30 °C’den daha diislik
sicaklik derecelerinde fermantasyon yapilmamis, bu sicakliklarin secilen suslarin
optimizasyonu sirasinda degerlendirilmesine karar verilmistir.

Denemeye dahil edilen tiim sicaklik derecelerine ait, elde edilen sonuglar
dogrultusunda caligmanin bundan sonraki kisimlarima K1, K10 ve N8 ile devam
edilmistir. Standart sus olmalar1 bakimindan PY22 ve RSK 244 kodlu suslarin da
peptidaz aktiviteleri tespit edilmis ancak aktivitelerinin diger suslara nazaran ¢ok diisiik
kalmas1 sebebiyle (Bkz. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) bundan sonraki asamalarda
kullanilmamalarina karar verilmistir.

K1, K10 ve N8 suslart REFGEN’e (Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti.,
Ankara) gonderilmis 16S mikrobiyal tanimlama yontemi ile yapilan analiz sonucunda
K1 ve K10 suslarmin Bacillus subtilis, N8 susunun ise Bacillus methylotrophicus’
oldugu bildirilmistir. N8 susu metanol varliginda gelismeyince, niikleotid dizilimleri
NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) iizerinden taranmis; K1 ve K10
Bacillus amyloliquefaciens (%99), N8 ise B. subtilis (%99) olarak belirlenmistir. Bu
suslara ait niikleotid dizilimleri Ek 4’te verilmistir.

! Metanol varliginda gelismesi gerekir.
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4.3. Secilen Bacillus Tiirleri icin Tespit Edilen Kiiltiir ve Enzim Uretim Kosullar

4.3.1. Peptidaz aktivitesi iizerine farklh karbon kaynaklarinin etkisi

Aynmi tiir bakteri grubu icinde her bir susun besin istegi, fermantasyonla
tiretilmek istenen bilesene de bagli olmak {izere faklilik arz etmektedir. Farkli Bacillus
tiirleri ile peptidaz iiretiminin yapildig1 bazi1 caligmalarda denenen kaynaklar arasindan
en yliksek peptidaz aktivitesine nigasta (Puri vd 2002), sakaroz (Sinha vd 2013), laktoz
ve glukoz karisimi (Mabrouk vd 1999), fruktoz (Sangeetha vd 2008, Seving 2010),
glukoz (Mehrotra vd 1999, D’Costa vd 2013), ksiloz (Suganthi vd 2013), arabinoz
(Yang vd 2000, Akcan ve Uyar 2011) gibi farkli karbon kaynaklari ile ulagilmistir.
Caligmalardan birinde enzim aktivitesini artiran bir karbon kaynagimin diger bir
caligmada enzim {retimini baskilayabildigi goriilmiistir. Bu amacla, bu tez
calismasinda peptidaz iiretiminde kullanilan suslar i¢in 7 farkli karbon kaynagi
degerlendirilerek bu kaynaklarin peptidaz aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir.

Farkli karbon kaynaklarinin K1, K10 ve N8 suslarinin gelisimi ve peptidaz
aktivitesi iizerine olan etkisi Sekil 4.5°te gosterilmistir. Sekil incelendiginde, genel
olarak, aktivite degerlerinin 24. saatte daha yliksek olup 48. saatte azaldigi
goriilmektedir. Aksi durum sadece K1 i¢in sakaroz kullanildiginda gergeklesmis, 48.
saatte aktivite artmistir. OD degerindeki degisim de K1 ve N8 icin benzer sekilde
gercekleserek 48. saatte azalmistir. Ancak K10 i¢in OD degeri genellikle 48. saatte artig
gostermistir.

Bu ¢alismada suslar acgisindan genel bir profil elde etmek i¢in farkli kaynaklarin
taranmas1 amaclanmis, en yiiksek peptidaz aktivitesine K1 i¢in ksiloz (105.67+2.22
tinite/ml), K10 i¢in mannitol (48.08+2.33 iinite/ml), N8 i¢in ise sorbitol (11.29+0.16
tinite/ml) kullanildiginda ulagilmistir. Bu durumda, iiretim i¢in bu karbon kaynaklarinin
secilmesi en yiiksek aktivitenin elde edilmesi agisindan mantikli goriinse de maliyet
unsurunun da géz oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Cizelge 4.3’de hiicre kiiltiiri
calismalarinda kullanilabilecek, >%98 safliktaki farkli karbon kaynaklari igin birim
fiyatlar verilmistir. Ozellikle ksiloz peptidaz iiretimi icin, K1 basta olmak iizere, her ii¢
sus i¢in de iyi bir kaynak olmasina ragmen ekonomik agidan olumsuzluk yaratmaktadir.
Dolayisiyla diger kaynaklar arasindan se¢im yapilmasi daha uygun goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. Farkl1 karbon kaynaklar1 i¢in birim fiyat listesi

C kaynag (TL/kg)*
D(+)-Glukoz 97.70
Sakaroz 310.75
Nisasta 477.66
L(+)-Arabinoz 2306.90
D(+)-Ksiloz 1248.58
D(-)-Mannitol 333.82
Sorbitol 175.32

*1 Euro=2.3 TL kabul edilerek fiyatlar yaklasik olarak verilmistir.
** (Coziiniir patates nisastast
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Sekil 4.5. a) K1 b) K10 ve ¢) N8 suslarinin peptidaz aktivitesi degeri tizerine farkl



Peptidaz iiretiminde ekonomik karbon kaynaginin se¢imi i¢in birim fiyatlar
diger kaynaklara gore daha yiiksek olan arabinoz ve ksiloz devre dis1 birakildiktan sonra
aktivite verilerine' varyans analizi (ANOVA) uygulanmis ve peptidaz aktivitesi
acisindan karbon kaynaklari arasinda istatistiksel olarak Onemli (p<0.05) diizeyde
farklilik bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. K1, K10 ve N8 suslarinin karbon kaynaklarina baglh peptidaz aktivitesi
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F degeri
K1 Karbon Kaynagi 4 484.71 13.87"
Hata 5 34.96
K10 Karbon Kaynagi 4 75.32 6.86°
Hata 5 10.98
N8 Karbon Kaynagi 4 12.55 14.74™
Hata 5 0.85

(*) p<0.05 seviyesinde farklilik ifade eder.
(**) p<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.5°de Duncan Coklu Karsilagtirma testi sonuglari verilmistir. Buna gore
K1 susu i¢in en diisiik enzim aktivitesi degeri gosteren sakaroz ¢ikarildiktan sonra diger
kaynaklar arasinda istatistiksel olarak farklilik bulunmamaktadir. Dolayistyla bu sus i¢in
hem 1yi bir aktivite degeri elde edilen hem de en ucuz kaynak olan glukozun tercih
edilebilecegi goriilmektedir. Nisasta kullanildigi zaman da benzer bir aktivite elde
edilmistir. Ayrica ¢ok daha ucuz fiyattan nisasta bulmak da miimkiindiir. Ancak
nisastanin amilaz {iretimini de tesvik edebilecegi ve bu durumun iiretimin
optimizasyonundan sonra yapilacak saflastirma isleminde sorun yaratabilecegi
diisiiniildiiginden, glukozun kullanilmasina karar verilmistir. K10 susu i¢in nisasta en
diisiik aktivite degerine neden oldugundan, mannitol de en yiiksek aktiviteyi
saglamasina ragmen fiyati nedeni ile tercih edilmemistir. Glukoz ve sakaroz arasinda da
istatistiksel agidan bir fark olmadigindan, glukoz K10 i¢in karbon kaynagi olarak
secilmigtir. N8 icin de benzer nedenlerle glukozun tercih edilmesi uygun goriilmiistiir.

Cizelge 4.5. K1, K10 ve N8 suslarinin karbon kaynaklarina bagli peptidaz aktivitesi
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglar1 (X+StdH)

K1 K10 Ng™
D (+)-Glukoz 60.26" + 7.92 38.17°+2.16 8.84 + (.83
Sakaroz 32.42° +2.00 39.83% + 3.81 1021+ 1.10
Nisasta 59.98 +3.33 31.17°+1.58 5.18°+ 0.00
D (-)-Mannitol 75.58* +2.82 48.08" +2.33 6.69% + 0.47
Sorbitol 56.21%° +1.27 36.59° + 0.60 11.29*+£0.16

"Karsilastirmalar p<0.05 seviyesinde yapilmustir.
“Karsilastirmalar p<0.01 seviyesinde yapilmustir.

' Her ii¢ sus igin de 24. saat aktivite degerleri daha yiiksek oldugundan istatistiksel hesaplamalar bu

veriler i¢in yapilmigtir.



4.3.2. Peptidaz aktivitesi iizerine farkh azot kaynaklarinin etkisi

Bilindigi iizere farkli azot kaynaklarmin bakterinin gelisimi ve {irlin iiretimi
iizerine olan etkisi farkli olabilmektedir. Hatta ayn1 kaynak, ayn1 bakteri grubundaki
farkli alt tiirleri bile farkli diizeylerde etkileyebilmektedir. Bacillus tiirleri kullanilarak
peptidaz {iretiminin gergeklestirildigi baz1 ¢alismalarda en yliksek peptidaz aktivitesi
degerlerine pepton (Puri vd 2002), sigir ekstrakti (Shafee vd 2005), soya kiispesi (Chu
2007, Guangrong vd 2008, Hindhumathi vd 2011), kazamino asit (Patel vd 2005) gibi
azot kaynaklar1 ile ulagilmistir. Bu tez ¢aligmasinda da 4 farkli azot kaynag: kullanilarak
bu kaynaklarin peptidaz liretimi iizerine olan etkileri incelenmistir (Sekil 4.6).

K1 susu i¢in 24. saat verileri incelendiginde, pepton kullanildiginda en yiiksek
OD degerine ulasildigi ancak en diisiik peptidaz aktivitesi (20.77+0.62 {inite/ml)
degerinin elde edildigi goriilmektedir. En yiiksek aktivite degerine ise diger kaynaklara
gore yaklasik 2 kat fark ile maya ekstraktt (47.59+£2.10 {inite/ml) kullanildiginda
ulagilmistir. Hem aktivite hem de OD degerleri genel olarak 48. saatte azalmis, yalnizca
yeast ekstrakt nitrogen base kullanildiginda OD degerinde belirgin bir degisim
gbézlenmemistir. Nitekim peptidaz iiretimini tesvik eden kiiltiir kosullar1 ile bakteri
gelisimini tesvik eden kiiltliir kosullarinin birbirinden farkli olabilecegi bildirilmistir
(Bhunia vd 2012).

Azot kaynaklarinin K10 {izerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 4.6), pepton
disinda, 48. saat OD ve peptidaz aktivitesi degerlerinin daha yiiksek oldugu, maya
ekstraktinin yine en iyi aktivite degerini (28.430+1.2 iinite/ml) saglayan kaynak oldugu
belirlenmistir. Ayni siirede en diisiik aktivite (5.9+£0.57 {inite/ml) degeri, K1 susunda
oldugu gibi pepton kullanildiginda tespit edilmistir.

Sekil 4.6 N8 susu agisindan incelendiginde bu susun OD degerlerinin diger iki
susla benzerlik arz ettigi ancak aktivite degerlerinin ¢ok daha diisikk oldugu
goriilmektedir. Yeast ekstrakt nitrogen base diger iki susun peptidaz aktivitesi degerini
kazein ve pepton ile hemen hemen aymi seviyede etkilerken N8’in peptidaz aktivitesi
degerinde belirgin bir artis saglamistir. N8’in aktivite degerinin, 48. saatte
5.39 iinite/ml’ye ulastigt ve bu degerin referans kaynak olan maya ekstraktina
(1.24+0.14 {inite /ml) gore 4 kat fazla oldugu belirlenmistir. Yeast ekstrakt nitrogen base
histidin, metiyonin ve triptofan gibi amino asitleri igermemekte ancak elzem tiim
vitaminleri ve inorganik tuzlar1 icermektedir. Bu kaynagin kullanilmasinin nedeni
amino asit igermeyen bir azot kaynaginin peptidaz iiretimini tesvik edip etmeyeceginin
belirlenmesidir. Ancak bu kaynagin, denemeye dahil edilen mevcut kosullar altinda
sadece N8 susunun peptidaz iiretimini artirabildigi goriilmiistiir.

Sonuglar K1 ve K10 i¢in en uygun azot kaynaginin maya ekstrakti, N8 i¢in ise
yeast ekstrakt nitrogen base oldugunu gostermistir. Ekonomik a¢idan da bir
degerlendirme yapmak icin dncelikle kullanilan kaynaklarin birim fiyatlar1 incelenmis,
en pahali kaynagin yeast ekstrakt nitrogen base, en ucuz kaynagin ise pepton oldugu
gorlilmiistiir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Farkli azot kaynaklari i¢in birim fiyat listesi

C kaynag (TL/kg)*
Kazein 211.22
Pepton 132.16
Yeast ekstrakt 165.20
YNB™ 246.70

*1 Euro=2.3 TL kabul edilerek fiyatlar yaklasik olarak verilmistir.
** Yeast ekstrakt nitrogen base

Peptidaz iiretimi i¢cin hem ekonomik hem de en uygun aktivite degerini saglayan
azot kaynaginin se¢ilebilmesi i¢in aktivite degerlerine varyans analizi uygulanmistir. K1
icin 24. saat, K10 icin ise 48. saat verileri daha yiiksek olmasina ragmen N8 icin bazi
kaynaklar 24. saatte bazi kaynaklar ise 48. saatte daha yiiksek aktivite degeri
saglamistir. Bu nedenle varyans analizi ve ¢oklu karsilastirma testi her 3 sus icin de
fermantasyonun iki siiresinde de yapilmistir. Veri analizlerine gbére azot kaynaklari
arasinda peptidaz aktivitesi iizerine olan etkileri bakimindan istatistiksel olarak énemli
diizeyde (p<0.01) farklilik oldugu tespit edilmis, varyans analizi sonuglari
Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. K1, K10 ve N8 suslarinin azot kaynaklarina bagli peptidaz aktivitesi
degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F degeri

K1 (24.saat)  Azot Kaynagi 3 296.85 93.14"
Hata 4 3.19

K1 (48.saat)  Azot Kaynagi 3 55.01 13.09"
Hata 4 4.20

K10 (24. saat)  Azot Kaynag 3 1.81 2.19
Hata 4 0.83

K10 (48. saat)  Azot Kaynagi 3 208.12 66.80"
Hata 4 3.12

N8 (24.saat)  Azot Kaynagi 3 4.95 7.02°
Hata 4 0.71

N8 (48.saat)  Azot Kaynagi 3 11.63 349417
Hata 4 0.03

(*) p<0.05 seviyesinde farklilik ifade eder.
(**) p<0.01 seviyesinde farklilik ifade eder.

Cizelge 4.8’de Duncan Coklu Karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. K1 susu
icin daha yiiksek olan 24. saat verilerine bakildiginda maya ekstraktinin en yliksek
aktivite degerini sagladig1 ve istatistiksel olarak da diger kaynaklardan 6nemli derecede
(p<0.05) farklilik gosterdigi goriilmektedir. En ucuz kaynak olan peptona gore iki kattan
fazla aktivite degeri saglamasi ve aralarinda ¢ok biiyiikk bir fiyat farki olmamasi
sebebiyle iiretim caligmalarinda K1 i¢in maya ekstraktinin kullanilmas1 uygun
bulunmustur. Benzer sekilde bir inceleme K10 susu i¢in daha yiiksek aktivite degeri
elde edilen 48. saat verileri i¢in yapildiginda, maya ekstraktinin en iyi kaynak oldugu
goriilmektedir. En ucuz kaynak olan pepton ile aralarindaki fiyat farkinin fazla
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olmamasi ve peptona gore 5 kattan fazla aktivite degeri saglamasi sebebiyle azot
kaynagi olarak maya ekstraktinin kullanilmasina karar verilmistir. N8 susu i¢in ise hem
24. hem de 48. saat verilerine gore yeast ekstrakt nitrogen base, diger ii¢c kaynaga gore
istatistiksel olarak onemli Ol¢lide (p<0.05) farkli olmak iizere, daha yiiksek aktivite
saglamaktadir.

Cizelge 4.8. K1, K10 ve N8 suslarinin azot kaynaklarina bagli peptidaz aktivitesi
ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilastirma Testi sonuglart (X£StdH)

24. saat K1 K10~ Ng™
Kazein 31.77° £ 0.83 439"+ 1.07 0.86° + 0.05
Pepton 20.77° £ 0.62 3.83%+0.54 0.79° + 0.07
Maya ekstrakti 47.60" £2.10 3.09° +0.20 1.93 +0.74
YNB™ 22.95°+ 0.94 5.35%+0.41 4.16*+0.93
48. saat K1 K10~ N8’
Kazein 17.90°° +2.29 14.09° + 0.03 0.80" + 0.03
Pepton 18.49% + 1.74 5.93°+£0.57 0.32°+ 0.00
Maya ekstrakti 12.22% £ 0.02 28.43% +1.21 1.25°+0.14
7.37°+£0.35 7.77° +0.12 5.39%+0.22

"Karsilastirmalar p<0.05 seviyesinde yapilmustir.
“Karsilastirmalar p<0.01 seviyesinde yapilmistir.

" Yeast ekstrakt nitrogen base

Boliim 4.2°de anlatildig1 iizere N8 susunun ¢alismalara dahil edilmesinin nedeni
yapilacak On iglemler sirasinda bu susun peptidaz aktivitesinde kayda deger bir artis
olup olmayacagini ve dolayisiyla peptidaz {iretimi i¢in susun uygunlugunu
belirlemektir. Ancak karbon ve azot kaynaklari ile yapilan ¢alismalar sonucu N8
susunun peptidaz aktivitesi degerinde 6nemli bir artig saglanamadig1 goriilmiistiir. Yeast
ekstrakt nitrogen base sayesinde, susun aktivitesi kendi i¢inde artmis olmasina ragmen
diger iki susa gore hala ¢ok diisiiktiir. Bu nedenle bundan sonraki asamalarda N8
susunun kullanilmamasina, ¢alismalara K1 ve K10 susu ile devam edilmesine karar
verilmistir.

4.3.3. Peptidaz aktivitesi iizerine ¢calkalama hizinin etkisi

Aerobik fermantasyon proseslerinde, oksijen, organizmanin metabolik yolunu
(metabolic pathway) etkileyerek iirlin iiretimi lizerinde 6nemli rol oynayan faktorlerden
biridir (Calik vd 1998). Oksijenin fermantasyon sivisindaki ¢oziiniirliigiintin diisiik
olmas1 ya da hizli gelisen mikroorganizmalarin oksijen alim oranlarinin yiiksek olmasi
gibi nedenlerle, ¢0ziinmiis oksijen konsantrasyonu aerobik fermantasyonlar igin
sinirlayict bir parametredir (Thiry ve Cingolani 2002). Bu durumda mikroorganizmanin
gelisme kosullarina bagli olarak bazi proseslerde yliksek oksijen transferine ihtiyag
duyulurken, baz1 proseslerde ise kontrollii bir oksijen transferinin saglanmasi
gerekmektedir (Calik vd 1998). Oksijen transfer hizi, ¢calkalama hizi ve havalandirma
oranma bagl olmaktadir. Engelli erlenlerde ¢alkalamali inkiibasyon yoluyla yapilan
fermantasyonlarda, mikroorganizmanin ihtiya¢ duydugu orandaki oksijeni saglamanin
en basit yolu dogru calkalama hizim1 se¢mektir. Bu sekilde ayni zamanda besin
maddelerinin homojen karigmast ve dolayisiyla besin transfer hizi da ayarlanmis
olmaktadir (Nadeem vd 2009). Calkalama hiz1 gereginden fazla hizli oldugu zaman da
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hiicrenin zarar gérmesine ya da enzimin denatiire olmasina neden oldugundan (Shafee
vd 2005) dogru ¢alkalama hizinin segilmesi 6nem arz etmektedir.
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Sekil 4.7. K1 ve K10 suslariin peptidaz aktivitesi degeri iizerine c¢alkalama hizinin
etkisi

Bu tez calismasinda K1 ve K10 suslar1 farkli ¢alkalama hizlarina (100, 180 ve
250 rpm) maruz birakilarak peptidaz iiretimi i¢in uygun c¢alkalama hizi se¢ilmistir.
Sekil 4.7°de K1 ve K10 suslar1 i¢in fermantasyonun 24. ve 48. saatlerinde tespit edilen
peptidaz aktivitesi ve OD degerlerinin ¢alkalama hizina bagli olarak degisimi
gosterilmistir.

Daha onceki asamalarda bir yandan en iyi peptidaz aktivitesi saglarken diger
yandan ekonomik olan besin kaynagimi secebilmek i¢in veriler istatistiksel
degerlendirmeye tabi tutulmus ve aralarinda peptidaz aktivitesi agisindan farklilik
bulunmayan kaynaklardan en ekonomik olani tercih edilmistir. Bu asamada ise
calkalama hizlar1 arasindaki farklilik enerji acisindan ¢ok biiyiikk ekonomik farklilik
yaratmayacagindan, peptidaz aktivitesi acisindan istatistiksel bir degerlendirme
yapilmamis, ham veriler géz 6niinde bulundurularak yiiksek aktivite degerini saglayan
calkalama hizinin se¢imi yoluna gidilmistir.

Daha onceki analizler g6z oniinde bulunduruldugunda K1 susunun 24., K10
susunun ise 48. saatte daha yliksek peptidaz aktivitesi verdigi bilinmektedir. Sekil 4.7
incelendiginde K1 i¢in bu kosulun degismedigi, her ii¢ calkalama hizinda da 24. saatte
daha yiiksek aktivite ve OD degeri elde edildigi goriilmektedir. K10 igin ise 100 rpm’de
24. saatte, 180 ve 250 rpm’de ise 48. saatte hem aktivite hem de OD degeri daha ytiksek
olmustur.

Peptidaz iiretimi ile bakteri gelisimi arasinda pozitif yonlii bir iliski oldugunu
belirleyen arastirmacilar (Beheshti Maal vd 2011) oldugu gibi peptidaz iiretiminin
bakteri gelisiminden bagimsiz oldugunu savunan arastirmacilar da (Razak vd 1997,
Gengkal ve Tari 2006) bulunmaktadir. Sekil 4.7 bu agidan incelendiginde K1’in en
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yiiksek OD’ye 180 rpm’de ulastifi ancak bu g¢alkalama hizinda en diisiik peptidaz
aktivitesinin elde edildigi goriilmektedir. Diger iki ¢alkalama hizinda OD degerleri ¢cok
benzer olmasina ragmen 250 rpm’de daha yiiksek aktivite elde edilmistir. Bu durumun
farkli c¢alkalama hizinda bakterinin oksijen alim ve besine ulagma hiz1 farkli
olacagindan, ayn1t OD degerine ulagsmasina ragmen, gelisme egrisinde farkli fazda
olmasindan da kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Nitekim literatiirde peptidaz
iiretiminin logaritmik fazin sonunda ve duragan fazda daha fazla oldugunu bildiren
kaynaklar bulunmaktadir (Gupta vd 2002a, Bhunia vd 2012). Bakteri gelisimini tesvik
eden Kkiiltiir kosullariyla enzim iiretimini tesvik eden kosullarin biribirinden farkli
oldugunu savunan arastirmacilar da mevcuttur (Oskouie vd 2007, Bhunia vd 2012).
Dolayisiyla, duruma, peptidaz iiretiminin bakteri gelisiminden bagimsiz olmasindan
ziyade farkli kiiltiir kosullarinda gelisim egrisinin daha farkli sekillenebilecegi
olgusuyla yaklasmanin daha makul olabilecegi diisiiniilmektedir. K10 susu i¢in de
durumu K1 de oldugu gibi yorumlamak miimkiindiir.

Her iki sus i¢in de 250 rpm’lik ¢alkalama hizinin, peptidaz aktivitesini artirma
acisindan, daha etkili oldugu gozlenmis ve c¢alismalara 250 rpm calkalama hiz1 ile
devam edilmesine karar verilmistir.

4.3.4. Peptidaz aktivitesi iizerine karbon kaynagi/azot kaynagi oraninin etkisi

Hiicre dis1 peptidaz iiretiminin karbon/azot (C/N) orani (w/w) degisiminden
onemli Olciide etkilendigi bilinmektedir (Gupta vd 2002a, Ibrahim ve Al-Salamah
2009). Her bir organizma ya da susun gelisimi ve {iriin iiretimi i¢in fizikokimyasal ve
besinsel ihtiyact farkli olabileceginden (Ou ve Zhu 2012) her bir ¢aligmada kullanilan
suslar agisindan C/N oraninin da belirlenmesi {riin iiretiminde en iyiye ulagmak
acisindan fayda saglamaktadir. Nitekim Beg vd (2003) Bacillus mojavensis ile alkali
peptidaz iiretimi gerceklestirdikleri bir ¢alismada 2 mg/ml glukoza karsilik 12 mg/ml
kazamino asit kullaniminin en iyi C/N orani oldugunu, Wu vd (2013) ise Bacillus sp.
B001 susuyla peptidaz {iretiminin optimizasyonunu yaptiklar1 ¢aligmada karbon ve azot
kaynaklar1 olarak 19.6 g/l misir unu ile 6.2 g/l soya peptonu kullaninminin ideal
oldugunu tespit etmislerdir. Dolayisiyla kullanilan kaynaga ve bakteri susuna gore ideal
C/N oraninin degistigi goriilmektedir. Bu nedenle, bu tez calismasinda yanit yiizey
yontemi ile peptidaz liretiminin optimizasyonuna ge¢gmeden dnce K1 ve K10 suslari igin
uygun C/N orani tespit edilmistir.

K1 ve K10 suslarinin 24. ve 48. saatteki peptidaz {iretimleri ve OD degerleri
tizerine farkli C/N oraninin etkisi Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Sekilde x-ekseninde
verilen C/N oranlar1 ayn1 zamanda fermantasyonun gerceklestirildigi besiyerine (Bkz.
Cizelge 3.1) ilave edilen karbon ve azot kaynagi miktarlarim1 (g/L cinsinden)
gosterdiginden, sadelestirilmeden verilmistir. Sekil bu agidan incelendiginde ilk ii¢
oranda karbon kaynagi (glukoz) miktarinin sabit tutulup azot kaynag (maya ekstrakti)
miktariin degistirildigi, son ii¢ oranda ise tam tersine azot kaynagi miktar1 sabit tutulup
karbon kaynagi miktarinin degistirildigi goriilmektedir. Sekil 4.8’deki OD degerlerine
bakildiginda K1 susunun OD degerinin karbon miktar1 sabitken 24. saatte, azot miktari
sabitken ise 48. saatte daha fazla oldugu gozlenmistir. K10 susunun OD degeri ise 2:5
oraninda farkli fermantasyon siirelerinde sabitken; 2:10 oraninda zamanla artmis, diger
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oranlarda ise zamanla azalmistir. Ortamdaki besin miktarinin degismesi muhtemelen
bakteri gelisiminin de farkli sekilde gergeklesmesine yol agmuistir.
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Sekil 4.8. a) K1 ve b) K10 suslarinin peptidaz aktivitesi degeri lizerine farkli karbon
kaynagi / azot kaynagi (g/g) oraninin etkisi

Sekil 4.8a’ya gore peptidaz iiretimi agisindan, K1 i¢in karbon miktar1 sabitken
azot oraninin 10 g/I’den daha az veya daha fazla olmasinin 24. saat peptidaz
aktivitesinde bes kattan fazla azalmaya neden oldugu gozlenmektedir. Maya
ekstraktinin 10 g/I’den az olmas1 durumunda aktivitenin azalmasini, bakterinin zaten az
olan azot kaynagini pargalayip kullanabilecegi besin formuna doniistiirmesi i¢in daha az
enzime ihtiyag duymasi seklinde agiklamak miimkiindiir. Fazla miktardaki azotlu
bilesenler de enzim aktivitesini baskilayabildiginden (Prakasham 2005), 20 g/l maya
ekstrakt1 kullanildig1 zaman peptidaz aktivitesinde azalma gozlenmistir. Ciinkii ortamda
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bakterinin kullanabilecegi azotlu madde bulundugundan, bakteri peptidaz iiretmeye
gerek duymamaktadir. Azot miktar1 sabitken de besiyerine 2 g/I’den fazla karbon
kaynagi ilavesi yine peptidaz aktivitesinde azalmaya neden olmustur. Karbonhidrat
konsantrasyonunun yiiksek olmasi durumunda da enzim {iretiminin baskilanabildigi
bildirilmistir (Ou ve Zhu 2012). Bu agidan bakildiginda, besiyerine karbon kaynagi
olarak glukozun ilave edilmis olmasi katabolit represyonuna' yol agmus olabilir.
Ortamda besin kaynag1 olarak kolaylikla metabolize edilebilir glukoz olmasi nedeniyle
bakteri Oncelikle glukozu kullanma yoluna gitmis ve peptidaz iiretimi bu nedenle
baskilanmis olabilir. Sekil 4.8a’dan da gorildiigii gibi karbon kaynagi miktar1 artirildigi
zaman (5:10, 10:10, 20:10), normalde 24. saatte daha yiiksek aktivite veren K1 susu, 48.
saatte daha yiiksek aktivite vermeye baslamistir. Bu da zamanla glukozun tiikenmesi
nedeniyle artik azot kaynagini kullanmak i¢in bakterinin peptidaz iiretmeye baslamasi
ile aciklanabilir. Muhtemelen fermantasyon siiresi uzatilsaydi, peptidaz aktivitesinde
artis gozlenebilirdi. Literatiirde katabolit represyonunun genellikle o-amilaz, f-
glukanaz, ksilanaz ve seliilaz gibi sakkarolitik (seker parcalayabilen) enzimlerle iliskili
oldugu vurgulanmasina ragmen, peptidaz {tretimiyle de iliskili oldugu yoniinde
kaynaklar da mevcuttur. Sunitha vd (1999) katabolit represyonuna karst dayanikli
(glukoz kullanim1 engellenmis) Thermoactinomyces sp. E79’un mutant susu ile yabani
susa gore iki kat fazla aktiviteye sahip alkali peptidaz iiretimi saglamislardir. Duruma
daha farkli bir bakis acistyla yaklagsmak da miimkiindiir. Bacillus gibi sporlu
bakterilerde peptidaz salgilanmasinin, besin maddelerindeki azalmayla birlikte, vejetatif
hiicrelerin spor haline doniismesiyle ilgili olabilecegi bildirilmistir (Hanlon ve Hodges
1981; O’hara ve Hageman 1990). Katabolit represyonunun ise Bacillus subtilis’in
sekerleri kullanimiyla ilgili olan enzimlerinin, trikarboksilik asit dongiistindeki ilk {i¢
enzimin ve sporlagmanin baslamasini saglayan enzimlerin transkripsiyonu diizenledigi
ve glukoz varliginda sporlasmanin gergeklesmesi i¢in kilit rol oynayan ve ekstraseliiler
peptidaz iiretiminin diizenlenmesiyle iliskili olan SpoOA proteininin baskilanmasina
neden oldugu ifade edilmektedir (Bierbaum vd 1994). Ancak literatiirde, sporlasma ve
peptidaz {iiretiminin ayni anda olmasina ragmen, aralarinda bir iligki olmadigint ileri
siiren yayinlar da bulunmaktadir (Fleming vd 1995). Eger sporlagsma ve peptidaz iiretimi
arasinda iliski oldugu kabul edilirse, fazla glukoz varliginda sporlasma
gerceklesmeyecegi icin peptidaz liretiminin de engellenebilecegi diisiiniilebilir.

K10 i¢in de sonuglarin K1 ile benzerlik arz ettigi, besiyerinde 2 g/l glukoza
karsilik 10 g/l maya ekstrakti kullanildig1 durumda en iyi peptidaz aktivitesi seviyesine
ulasildigr Sekil 4.8b’de goriilmektedir. Daha yliksek miktarda glukoz ve maya ekstrakti
kullanim1 aktivitenin neredeyse tamamen kaybolmasina neden olmustur.

Calisma sonuglari, denemeye dahil edilen oranlar arasindan temel besi
ortaminda kullanilmis olan 2 g/l karbon kaynagina karsilik 10 g/ azot kaynaginin,
peptidaz iretimi agisindan her iki sus icin de en uygun C/N orani oldugunu
gosterdiginden fermantasyon denemelerine bu oranda karbon ve azot kaynagi iceren
besi ortami ile devam edilmistir.

! Katabolit represyonu, basitce, katabolit varliginda enzim sentezinin baskilanmasi olarak
tanimlanmaktadir (Sunitha vd 1999).
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K1 ve K10 suslarinin peptidaz aktivitelerinin gdstergesi olan, kati besiyerinde
(milk agar) kazeini parcalayarak olusturduklar1 hidroliz zonu Sekil 4.9°da gosterilmistir.
Inkiibasyondan sonra plakaya ilave edilen tannik asit, enzim tarafindan hidrolize
edilmemis olan proteinleri ¢oktlirerek enzimin etki ettigi ve etmedigi substrat bolgeleri
arasinda farkli renk yogunluklarinin olugsmasini sagladigindan (Saran vd 2007) hidroliz
zonu kolaylikla gozlenebilmektedir. K1 susunun nutrient agardaki koloni yapisi ise
Ek 5’te verilmistir.

Sekil 4.9. Suslarin kazeinli besiyerinde olusturduklari hidroliz zonlar1

Sekil 4.10’da zon alanm1 ve {nite/ml cinsinden peptidaz aktivitelerinin
karsilagtirilmas:  gosterilmistir. Sekil incelendiginde bakterilerin olusturduklari zon
alanlar1 (cm?) ve tinite/ml cinsinden peptidaz aktivitesi degerleri arasinda, yani kalitatif
ve kantitatif aktivite Ol¢limleri arasinda pozitif yonlii bir korelasyon oldugu
goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Suslarin peptidaz aktivitelerinin @inite/ml ve zon alami (cm?) olarak
karsilastirilmasi
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4.3.5. Peptidaz aktivitesi iizerine on Kkiiltiir hazirlamada kullanilan besiyerinin
etkisi

Calismanin su ana kadarki kisminda 6n kiiltiir siirekli nutrient broth (NB) ile
hazirlanmis, inkiibasyon sonunda, belirlenen bilesenleri igeren enzim iiretim ortamina
(EUO) inokiilasyon yapilmistir. Ancak enzim iiretim ortami ayn1 zamanda on kiiltiir
ortam1 olarak kullanilirsa, asil fermantasyon sirasinda bakterinin zaten alisik oldugu
ortama adaptasyon siiresinin kisalabilecegi, enzim iiretimini daha erken ve kolay
baslatabilecegi diisiiniilmiis ve 0n kiiltiir besiyerinin peptidaz aktivitesi iizerine etkisi
tespit edilmistir.

Sekil 4.11°de iki farkli 6n kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmis K1 ve K10 suslarinin asil
fermantasyon ortamina aktarilmasindan sonra elde edilen peptidaz aktivitesi ve OD
degerleri gosterilmistir. Sekilde peptidaz aktivitesi degeri relatif olarak verilmis, bunun
i¢in K1 susu i¢cin EUO, 6n kiiltiir besiyeri olarak kullanildig1 zaman elde edilen aktivite
degeri (19.64 iinite/ml) %100 kabul edilip diger aktivite degerleri bagil olarak
hesaplanmistir. Sonuglar, &n kiiltiir besiyeri olarak EUO kullamldiginda, peptidaz
aktivitesi agisindan K1 i¢in artis, K10 i¢in azalis oldugunu gostermistir.

K1’in aktivite degerinde NB’ye gore 2 kattan fazla artis saglamis olmasi
nedeniyle, bundan sonraki asamalarda K1 susu i¢in On kiiltiir besiyeri olarak EUO
kullanilmasina karar verilmistir.

K10 susunun aktivite degeri su ana kadar hep K1’den daha diisiik kalmis, 6n
kiiltiir besiyeri olarak EUO kullanildiginda da olumlu sonug elde edilememis, aksine
aktivite degeri azalmistir. Bu calismada amag¢ en yiiksek aktivite degerini saglamak
oldugundan ve K10 susunun optimizasyon g¢alismasi sirasinda da aktivitesinde K1’i
gecebilecek kadar artis saglayabilecegi diisiiniilmediginden bundan sonra c¢aligsmalara
yalniz K1 susu ile devam edilmistir.
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Sekil 4.11. Suslarin peptidaz aktivitesi degeri tizerine 6n kiiltiir besiyerinin etkisi
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4.3.6. Peptidaz aktivitesi iizerine besiyeri baslangi¢c pH’sinin etkisi

Yanit ylizey yontemi ile optimizasyon islemine ge¢cmeden once K1 susunun
peptidaz iiretimini gerceklestirebilecegi besiyeri baslangic pH degerleri belirlenmistir.
Bunun i¢in pH 5-9 arasinda deneme yapilmis, aktivite ve OD degerleri Sekil 4.12°de
gosterilmistir. Sekilde de goriildigi gibi besiyeri basangic pH’s1 diisiik oldugu zaman
daha yiiksek aktivite elde edilmistir. Bu durum muhtemelen pH degeri yiikseldik¢e, OD
degerinin diismesinden kaynaklanmaktadir. Alkali kosullarda bakteri gelisimi
yavagladigindan enzim iiretimi de daha az olmustur.
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Sekil 4.12. Besiyeri baslangi¢c pH’sinin K1 susunun peptidaz aktivitesi degeri iizerine
etkisi

K1 susu ile peptidaz iiretimi i¢in kiiltiir kosullarinin belirlenmesi i¢in yapilan
analizler, peptidaz iiretimi i¢in en uygun enzim iretim ortaminin (karbon ve azot
kaynaklar1 ve miktarlar1 agisindan), caligmanin en basinda belirlenmis olan temel besi
ortam1 (Bkz. Cizelge 3.1) oldugunu gostermistir. Bunun disinda fermantasyon 250 rpm
calkalama hizinda yapildiginda ve 6n kiiltiir, enzim {iretim ortami ile hazirlandiginda
daha yiiksek aktivite elde edilmistir.

4.4. K1 Susu ile Peptidaz Uretiminin Optimizasyonu

Yanit yiizey yontemi ile peptidaz iiretiminin optimize edilmesi i¢in merkezi
tiimlesik deneme deseninden (central composite-CCD) yararlanilmis; sicaklik, besiyeri
baslangic pH’s1 ve inokulum orami faktor olarak sec¢ilmistir. Secilen faktorlerin
seviyeleri ise bakterinin peptidaz iiretme kapasitesi (Bkz. 3.2.8) ve peptidaz {iretimi i¢in
kiiltiir kosullarinin belirlenmesi (Bkz. 3.2.9) sirasinda yapilan analizler géz oOniinde
bulundurularak tespit edilmistir. Sicaklik derecesinin belirlenmesi i¢in 30-55 °C
arasinda yapilan analizler, bakterinin 50 °C ve Tlzerindeki sicakliklarda peptidaz
tiretemedigini gostermis, bu nedenle deneme deseninde kullanilacak sicaklik araliginin
20-45 °C olmasina karar verilmistir. Besiyeri baslangi¢ pH degeri secilirken bakterilerin
izole edildigi ortam gz Oniinde bulundurulmustur. Bu tez calismasinda kullanilan
Bacillus susglarinin tamami siinmiis ekmek icinden izole edilmistir. Genel olarak ekmek
pH’s1t yaklagik 5.5-6.0’dir. Diisiik pH degerlerinde bakterinin gelismeyecegi
distintildiigiinden minimum degerin 5.0 olmasit uygun bulunmustur. Alkali ortamda
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bakteri gelisiminin ve peptidaz iiretiminin ne sekilde olacagini goérebilmek adina {ist
limit biraz yiiksek tutulmustur. Besiyeri baslangic pH degerinin 5.0-9.0 arasinda
olmasma karar verilmis ve On denemelerde bu araliklarda peptidaz {iretiminin
gerceklesebildigi tespit edilmistir. Inokulasyon orani ise %]1-5 arasinda olacak sekilde
se¢ilmistir.

4.4.1. K1 susunun gelisim egrisi ve peptidaz aktivitesinin degisimi

Dogrudan -80 ©°C’den alinan stok kiiltlirliin enzim {iretim ortami olarak
belirlenmis besiyerine aktarilmasindan sonra tespit edilen gelisme egrisi Sekil 4.13°de
gosterilmistir. Sekilde dort tekerriire ait, ayr1 ayri verilen grafikler genel profilin ayni
oldugunu gostermektedir. K1 susu lag fazindan sonra hizla gelismis ve yaklasik 8.0 OD
degerine ulasmistir. Ardindan OD degeri hizla diismiistiir. Mevcut kosullar altinda K1
susu icin logaritmik fazdan sonra durgun fazin olusmadigi (ya da oldukga kisa bir siire
icin olustugu) ve bakteri 6limiiniin ger¢eklestigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.13. K1 susunun 37 °C’deki gelisme egrisi

OD degerindeki ani diisiislin nedenini belirleyebilmek icin ilk dnce ortam pH’s1
kontrol edilmistir. Bilindigi gibi logaritmik fazin sonuna dogru iiretilen metabolitler
gelisimi engellemektedir (Tunail 2009). K1 susunun da asit iireterek kendi gelisimini
inhibe etmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Inokiilasyon yapilmadan 6nce, yani steril
besiyerinin pH’s1 6.86°’dir. OD’nin diismeye basladigi noktalarda da pH o&l¢iimi
yapilmis ancak pH’nin notr seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde
metabolit olarak toksik maddeler de olusmus olabilir. Fakat bunun igin bir tespit
yapilamamigstir. Bagka bir fikir olarak ortamda sekerin bitmesine bagli olarak bakterinin
Olim fazina ge¢cmis olabilecegi lizerinde durulmustur. Ancak besiyerine ilave edilen
glukoz miktarinda azalma goézlenmesine ragmen tamamen bitmedigi tespit edilmistir.
Bu durumda ya bakterinin spesifik bir besin kaynagma ihtiyaci oldugundan ya da
bakterinin yiiksek OD degerlerine ulagsmasi, yani canli sayisinin fazla olmasi nedeniyle

71



ortamdaki mevcut besin maddesi i¢in bir rekabet ortam1 olustugundan s6z edilebilir.
Dolayisiyla besine ulasamayan hiicrelerin hizla pargalanmasi (lysis) sonucu OD
degerinin azaldigindan soz edilebilir.

Sekil 4.14. K1 susu i¢in 37°C’de inkiibasyon sirasindaki gram boyama sonuglarina
ait mikroskop goriintiileri



Hiicre pargalanmasinin kontrolii amaciyla, gelisme egrisi olusturulurken,
ozellikle OD diismeye bagladiktan sonra 6rnek alinarak gram boyama yapilmigtir. Gram
boyama sonuglarina ait mikroskop goriintiileri Sekil 4.14’de verilmistir. Bilindigi gibi
Bacillus tiirleri Gram pozitif ¢ubuk seklinde bakterilerdir (Sneath 1984). Dolayisiyla
canli hiicrelerin mor renkli goriinmesi gerekmektedir. Sekil 4.14’de 9. saat
goriintiisiinde hiicreler mor renkli olmasina ragmen 15181n iyi ayarlanamamasi nedeniyle
daha agik renkli goriinmektedir. 11. ve 13. saat goriintiileri incelendiginde mor renk
daha net olarak ayirtedilebilmektedir. Ancak zaman ilerledik¢e yapilarda farklilagmalar
gbze carpmakta, Ornegin; 13. saat goriintiisinde baz1 hiicrelerin sporlastigi
goriilmektedir. Daha bariz bir farklilasma 14. ve 24. saat goriintlilerinde mevcuttur.
Hiicreler Gram negatif gibi pembe goriinmektedir. Muhtemelen hiicre i¢inde salgilanan
peptidoglikan hidrolazlar1 (otolizin)' araciligi ile hiicre duvarindaki peptidoglikan
(murein) agmin, yani hiicre duvarmin kismen ya da tamamen zarar gérmesi sonucu
(Vollmer vd 2008) hiicreler ilk boyayi biinyesinde tutamadigindan ikinci boyanin
renginde (pembe) goriinmektedir. Otolizin aracilifiyla hiicre duvarmin yikiminin
ardindan hiicre parcalanmasi (lysis) isleminin gergeklestigi bildirilmektedir (Rice ve
Bayles 2008).

Gelisme egrisinin mevcut kosullar altinda bu sekilde oldugu tespit edildikten
sonra K1 susu i¢in spesifik bliylime hiz1 ve ikiye katlanma siireleri hesaplanmistir. Bu
degerlere ait sonuclar Cizelge 4.9°da verilmistir. Sonuglar incelendiginde K1 ig¢in
hesaplanan 0.817 sa’lik spesifik biiyiime hizinin, Gengkal ve Tari’nin (2006) 37 °C’de
{ic Bacillus susu i¢in 0.49, 0.60 ve 0.70 sa” olarak tespit ettikleri spesifik biiyiime
hizlarindan yiiksek oldugu goriilmektedir. Logaritmik faz boyunca K1 sugsunun yaklasik
50 dakikada bir OD degerini iki katina ¢ikardig: anlagilmaktadir.

Cizelge 4.9. K1 susu i¢in spesifik biiyiime hiz1 ve ikiye katlanma stiresi

Logaritmik faz biiyiime R’ Spesifik biiyiime  Ikiye katlanma
fonksiyonu hizi (p, sa™) siiresi (tq, sa)
(3520) y=0.8169x-4.7317 0.8952 0.8169 0.849

K1 susunun biiylime egrisindeki farkliligin tespitinden sonra yine stok kiiltiir ile
On kiiltiir hazirlanmis, OD’nin yan1 sira peptidaz aktivitesinin nasil degistigi izlenmistir.
Sekil 4.15.’de stok kiiltiiriin 37 °C’de inkiibasyonu sirasinda elde edilen OD ve peptidaz
aktivitesi degerleri gosterilmistir. OD degerleri ile birlikte gram boyama sonuglar1 da
g6z Oniinde bulunduruldugunda, hiicre par¢alanmasinin gerceklestigi diisiiniilen siireden
sonra peptidaz aktivitesinde ani bir artis meydana geldigi Sekil 4.15’de goriilmektedir.
Bu durumda, hiicre parcalanmasiyla birlikte hiicre i¢i peptidazlarin da agiga ¢iktigindan
s0z edilebilir.

' Normal sartlarda hiicrenin gelismesi ve bolinmesi igin gerekli olan enzimlerdir. Ancak fazla
salgilanmalar1 durumunda hiicre duvarma zarar verirler. Hiicre i¢i asidik pH’da iken inaktif olan bu
enzimler, hiicre i¢i pH’s1 artt1ig1 zaman aktive olurlar (Rice ve Bayles 2008).
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Sekil 4.15. K1 susunun 37 °C’deki OD degeri ve peptidaz aktivitesi degisimi

Oskouie vd (2008) de Bacillus clausii ile alkali peptidaz iiretimi i¢in besiyeri
optimizasyonunu yaptiklari bir ¢alismada, bu tez g¢alismasindaki ile ayni1 hacimde
besiyeri ortami1 kullanmis, benzer profilde gelisim ve peptidaz egrileri elde etmislerdir.
OD degeri yaklasik 9’a ulastiktan bir siire sonra diismeye baglamis ve 5 degerine
diistiigiinde de peptidaz aktivitesinde bariz bir artis gozlenmistir. Ancak bu sekilde bir
profil, 40 saatlik bir fermantasyon ile gerceklesmis, yaklagsik 15 saatlik bir durgun faz
gozlendikten sonra OD azalmistir. Ayrica farkli olarak peptidaz tiretimi logaritmik fazin
baslarindan itibaren degil, durgun fazla birlikte baglamistir.

Gelisim egrisi ve hiicre parcalanmasi iizerine sicakligin etkisi olup olmadigini
tespit etmek i¢in stok kiiltiir ile 6n kiiltiir hazirlanmis ve logaritmik fazdaki 6n kiiltiirden
enzim Uretim ortamina inokiilasyon yapilarak 30 °C’de (daha once Kl ile peptidaz
liretimi i¢in en iyi sicaklik oldugu belirlenen — Bkz. Sekil 4.4) fermantasyona
birakilmistir. Fermantasyona 24 saat devam edilmis ve birer saat araliklarla 6rnek alinip
OD ve peptidaz aktivitesi degerleri belirlenmistir. OD ve peptidaz aktivitesi degisimi
Sekil 4.16’da verilmistir. Sekil incelendiginde gelisim egrisinin 37 °C’de elde edilen
egriyle benzer oldugu, yiikksek OD’ye ulastiktan sonra OD’nin azaldig1 goriilmektedir.
OD belli bir seviyeye kadar azaldiktan sonra sabit kalmistir. Peptidaz aktivitesi de yine
37 °C’deki ile benzer sekilde, OD degeri azalmasina ragmen, artis gostermektedir.
Dolayisiyla ani hiicre 6liimiiniin sadece fermantasyon sicaklifina da baglanmasi sz
konusu degildir.
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Sekil 4.16. K1 susunun 30 °C’de fermantasyonu sirasinda OD degeri ve peptidaz
aktivitesi degigimi

4.4.2. Yanit yiizey yontemi ile K1 susunun optimum peptidaz iiretim kosullarinin
tespit edilmesi

Calismanin daha 6nceki plani, yanit yiizey yontemine gore olusturulmus deneme
desenine gore, liretimin gergeklestirilece8i kosullar altinda gelisme egrisinde 6zellikle
logaritmik fazin son kisimlart ve durgun fazda daha yogun olmak ftizere belirli
araliklarla 6rnek toplayarak peptidaz aktivitesinin maksimuma ulastii noktay1 (stireyi)
tespit etmek seklindeydi. Ancak gelisme egrisindeki ongdriilemeyen farklilik planlarin
degismesine neden olmustur. OD diismeye basladiktan sonra peptidaz aktivitesindeki
artisin hiicre ici peptidazlarin da agiga ¢ikmasindan kaynaklandigi diigtiniilmektedir.
Ancak bu tez caligmasinin konusu hiicre dis1 peptidazlari tespit edip aktivite diizeyini
optimize etmek oldugundan, yanit ylizey yonteminde yanit olarak, hiicre par¢alanmadan
once ulasilan maksimum aktivite degerinin kullanilmasi gerektigi diistiniilmistiir.
Dolayistyla, hiicre par¢alanmasi arzu edilmedigi i¢in maksimum OD degeri 6nem arz
etmektedir. Ancak maksimum OD’ye ulagma siiresi de faktor seviyelerine gore farklilik
arz etmektedir. Bunun i¢in deneme desenindeki her bir kosul uygulanirken, 6n
kiiltiirden asil enzim iretim ortamma inokiilasyon' yapildiktan sonra birer saat
araliklarla 6rnek alinmig, OD ve peptidaz aktivitesi degerleri ile glukoz ve protein
miktarlar1 takip edilmistir. Bu degerlere ait grafikler Sekil 4.17-4.23’de verilmistir.
Glukoz ve protein miktarlar1 fermantasyon siiresince ortamdaki besin miktar1 hakkinda
fikir edinmek, 6zellikle de OD degerindeki ani degisim sirasinda besin durmunun ne
sekilde degistigini gozlemlemek i¢in tespit edilmistir.

11n0k1'ilasy0n logaritmik fazin ortasina ulagmis olan (7.5 sa) 6n kiiltiirden yapilmistir.
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Farkli kosullar i¢in elde edilmis OD ve peptidaz aktivitesi degerlerine ait
sekillerden (Sekil 4.17-4.23) goriildiigi lizere K1 susu ile peptidaz iiretimi, Razak vd
(1997) ile Gengkal ve Tari’nin (2006) bildirdiginin aksine, bakterinin gelismesi ile
yakindan iligkilidir. Farkli sicaklik, pH, inokulum kosullarinda dahi, peptidaz iiretimi
stirekli olarak logaritmik faz bagladiktan kisa bir silire sonra baglamis ve gelisme
arttikgca, peptidaz aktivitesi de artmistir. Ancak yiiksek hiicre yogunluguna ulastiktan
sonra ani hiicre oOliimiiyle birlikte hiicre i¢i peptidazlarin da ortama salgilandigi
diisiiniildiiginden logaritmik fazdan sonra hiicre gelisimi (OD) ve hiicre dis1 peptidaz
aktivitesi arasindaki iliskinin ne yonde oldugu belirlenememistir.

Sekil 4.17-4.23’de farkli fermantasyon kosullarindaki glukoz miktarlar
incelendiginde fermantasyonun sonlandirildig1 noktada ortamda az da olsa seker kaldigi,
sekerin tamamen tiiketilmedigi goriilmektedir. Ozellikle 20 °C ve 25 °C gibi diisiik
sicakliklarda (Sekil 4.17b, Sekil 4.20b) bakterinin seker tiiketimi nispeten daha az
olmus, ortamda diger fermantasyon kosullarina gore biraz daha fazla seker kalmistir.
Ayni sicaklik derecesinde farkli pH degerlerinde de seker tiiketimi farkli oranlarda
olmustur. Ornegin; 25 °C’de farkli pH kosullarindaki grafikler incelendiginde (Sekil
4.20b, Sekil 4.21b) besiyeri baglangic pH’s1 yiiksek (8.19) iken bakterinin daha fazla
seker tlikettigi goriilmektedir. Besiyeri baslangic pH’st 5.81 iken %1.81 ve %4.19
inokiilasyon orani uygulandiginda, maksimum OD degerine ulasildigi anda harcanan
glukoz miktar1 sirastyla 0.966 mg/ml (%50) ve 0.894 mg/ml (%47) olarak
belirlenmistir. Besiyeri baglangic pH’s1 8.19 olarak ayarlandiginda ise %1.81 ve %4.19
inokiilasyon orani uygulandiginda, maksimum OD degerine ulasildig1 anda harcanan
glukoz miktariin sirasiyla 1.444 mg/ml (%84) ve 1.309 mg/ml (%77) oldugu tespit
edilmistir. Istatistiksel bir degerlendirme yapilmasa da degerlerden goriildiigii iizere
inokiilasyon orani harcanan seker miktarini ¢ok fazla degistirmemistir. Benzer sekilde
32.5 °C’de inokiilasyon oram1i %3 iken besiyeri baslangic pH’st 5.0, 7.0 ve 9.0
oldugunda, maksimum OD’ye ulasildigi anda harcanan glukoz miktarlar1 sirasiyla
1.047 mg/ml (%56), 1.511 mg/ml (%76) ve 1.463 mg/ml (%89) olarak belirlenmistir
(Farkli pH’larda otoklavda sterilizasyon sonrasi baslangi¢ glukoz seviyeleri farkli
oldugu icin parantez icinde, baslangic glukoz miktarmin % kaginin harcandigi
verilmistir). Pantamas vd (2003) de B. licheniformis ve B. coagulans’in yiiksek alkali
kosullarda diisiik alkali kosullara gore daha fazla glukoz tiikettiklerini tespit etmislerdir.

Sekil 4.17-4.23’deki protein miktarlarina bakildiginda ise maksimum OD
degerine ulasilincaya kadar protein miktarmin c¢ok diisiik seviyelerde kaldigi, artis
oraninin da ¢ok az oldugu goriilmektedir. Bu agsamada 6lg¢iilen protein miktarinin sadece
bakteri tarafindan hiicre disina salgilanan proteinlerden, 6zellikle de peptidazlardan
kaynaklandig1 digiiniilmektedir. Ciinkii steril enzim {iretim ortaminda tespit edilebilir
oranda protein bulunmamaktadir ve peptidaz aktivitesi analizi pozitif sonu¢ vermeye
basladiktan sonra protein miktar1 da belirlenebilmektedir. Ancak Sekil 4.17-4.23’deki
genel olarak tiim grafiklerde maksimum OD degerine ulasildiktan hemen sonraki
Ol¢timlerde protein miktarlarinda ani artig oldugu goriilmektedir. Bu durumun da yine
hiicre par¢clanmasina bagli olarak hiicre i¢i proteinlerin ortama karigsmis olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bir yandan parcalanmayan hiicreler, enzimler basta
olmak {izere hiicre dis1 protein salgilamaya devam ederken, diger yandan pargalanan
hiicreler nedeniyle hiicre i¢i proteinlerin de hiicre sivisina karigmasi protein miktarinin
artmasina neden olmustur.
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Sekil 4.17. K1 susunun farkli sicaklik derecelerinde pH 7 ve %3 inokiilasyon
oranindaki a) OD ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein

miktarinin degisimi
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Sekil 4.19. K1 susunun 32.5 °C’de farkli pH degerlerinde %3 inokiilasyon
oranindaki a) OD ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein

miktariin degisimi
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Sekil 4.20. K1 susunun 25 °C’de pH 5.81°de farkli inokiilasyon oranlarindaki a) OD
ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein miktarinin degisimi
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Sekil 4.21. K1 susunun 25 °C’de pH 8.19’da farkl1 inokiilasyon oranlarindaki a) OD
ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein miktarinin degisimi
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Sekil 4.22. K1 susunun 39.9 °C’de pH 5.81°de farkli inokiilasyon oranlarindaki
a) OD ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein miktarinin degisimi
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Sekil 4.23. K1 susunun 39.9 °C’de pH 8.19°da farkli inokiilasyon oranlarindaki
a) OD ve peptidaz aktivitesi ile b) glukoz ve protein miktarinin degisimi
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Bakteriler ya da hiicreler birbirleriyle iletisim kurmak i¢in kimyasal sinyal
molekiiller iretir. “Quorum sensing” olarak adlandirilan bu olayda, bakteri hiicreleri
iirettikleri sinyal molekiiller aracilifiyla cevresel kosullarin durumu hakkinda diger
bakterilere (ya da hiicrelere) bilgi vererek bunlarin davraniglarinin degistirilmesine
olanak saglar. Genetik indiiklenme ya da baskilanma, diger bir ifade ile sinyal molekiile
tepki olarak verilen cevap sonucunda sayi ve/veya tiir agisindan bir degisim
gerceklesmektedir. Uretilerek hiicre disina salgilanan sinyal molekiiller oto tetikleyici
(autoinducer) olarak ifade edilmekte ve bunlarin konsantrasyonlari hiicre yogunlugu ile
paralel olarak artmaktadir. Diisiik hiicre yogunluklarinda fazla miktarda sinyal molekiil
iiretilmedigi i¢in diger hiicreler de buna karsilik olarak cevap olusturamaz. Ancak
yiiksek hiicre yogunluklarinda sinyal molekiiliin konsantrasyonu artacagindan, cevap
olarak spesifik genlerin ekspresyonu aktive edilmekte ya da baskilanmaktadir (Dale ve
Park 2004, Waters ve Bassler 2005). Bu tez calismasinda K1 susunun gelistirilmesi
sirasinda yiiksek hiicre yogunluguna ulasilmistir. Dolayisiyla belirgin bir durgun faz
gbzlenmeden hiicre yogunlugundaki hizli azalisin qourum sensing sirasinda iiretilen bir
sinyal peptidden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Nitekim Kumar vd (2013)
Bacillus subtilis’in quorum sensing sirasinda sinyal molekiil olarak hiicre dis1 6liim
faktori (extracellular death factor, EDF) olarak isimlendirilen bir peptid {irettigini tespit
etmis, bu peptidi Escherichia coli’nin gelisme ortamina aktardiklarinda bakteri 6liimiine
aracilik ettigini belirlemiglerdir. Ayrica bu peptidin B. subtilis’in yiiksek hiicre
yogunluklu kiiltiirlerinde de 6liime sebebiyet verdigini ve hiicre sayisinda énemli bir
azalis oldugunu belirlemislerdir.

Bacillus subtilis gibi sporlu bakterilerde yiiksek hiicre yogunlugu s6z konusu ise
sporlasma da quorum sensing mekanizmasina bagi olarak ger¢eklesmektedir. Sinyal
molekiile cevap olarak sporlasmanin gerceklesmesi ¢ok fazla sayida genin istiraki ile
olduk¢a kompleks bir mekanizma sonucunda olmaktadir (Lazazzera ve Grossman 1998,
Miller ve Bassler 2001). Bacillus tirlerinde spor olusumunu tetikleyen temel faktor
ortamdaki besin eksikligi olmasina ragmen, yiiksek hiicre yogunlugu gibi fizyolojik
sinyallerin de sporlasma acgisindan uyarici olabilecegi bildirilmistir (Claverys ve
Havarstein 2007). Sekil 4.17-4.23°deki grafikler incelendiginde tiim kosullar igin
maksimum OD degerine ulasildigr noktada ortamdaki sekerin tam olarak bitmese de
oldukca azaldig1 ve her kosulda yiiksek OD degerlerine ulasildigi goriilmektedir.
Dolayisiyla sporlasma i¢in uygun kosullarin olustugundan s6z etmek miimkiindiir. Bu
durumda K1 susu sporlasma dongiisiinii baslatmig olabilir. Ancak spor olusumunun
tamamlanmasi i¢in yaklasik 8-10 saatlik bir siire gerekmektedir (McKenney vd 2012).
Ancak su da bilinmektedir ki her canli gibi bakteriler de yasamlarini devam ettirmek
istediklerinden, spor olusturma kararindan 6nce hayatta kalabilmek i¢in alinabilecek her
tiirlii 6nlemi almaya calisir. Ustelik sporlasma olduk¢a zaman ve enerji harcanmasina
neden olan bir olaydir. Dolayisiyla bakteri en son care olarak spor olusturma kararini
verir (Claverys ve Hévarstein 2007, Schultz vd 2009).

Daha once de ifade edildigi gibi OD degerindeki hizli azaligin bakteri hiicresinin
Oliimiinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Gergekten hiicre oliimiiniin gerceklestigi
diisiiniiliirse aslinda normal sartlarda OD degerinin diismemesi, en azindan sabit
kalmasi beklenir. Clinkii OD degerinin belirlenmesi ortamdaki bulaniklik diizeyinin
Ol¢lilmesine dayanan bir yontemdir ve dlen yani pargalanan hiicrelerden agiga ¢ikan
maddeler de bulaniklifa neden olmaktadir. K1 susunun OD degerindeki azalmanin,
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ozellikle Bacillus subtilis icin gecerli olan, kanibalizm (yamyamlik) olay: ile ilgili
olabilecegi diisliniilmektedir. Kanibalizm olay1, en az iki farkli hiicre tipi igeren suslarda
sporlasmanin erken safhalarinda gergeklesmektedir. Hiicrelerin bir kismi, sporlasma
yeteneginde olup hiicre dist 6liim faktorii olarak nitelendirilen antibakteriyel faktorleri
(iki toksik madde) salgilarken, diger kisim hiicrelerin ise sporlasma yetenegi yoktur.
Sporlasabilen hiicreler, kendi salgiladig1 6liim faktoriine karsi bagisiklik kazandigi igin
bu maddelerden zarar gormemekte ancak bu maddeler araciligi ile kendi kardes
hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir. Kardes hiicrenin 6liimii ile agiga ¢ikan besinleri
de kendi gelisimini devam ettirebilmek i¢in kullanmaktadir. Bu nedenle, 6liim faktori
aracilig1 ile kendi kardes hiicresini parcalayarak besin olarak kullanan bu tip hiicrelere
kanibalist yani yamyam hiicreler adi verilmektedir. Aslinda burada amag¢ besin
olusturarak sporlasmanin gerceklesmesini miimkiin oldugunca geciktirmek, dormant
hale geg¢meyi engelleyebilmektir. (Claverys ve Havarstein 2007, Be’er vd 2009,
Gonzalez-Pastor 2011). K1 susu icin de besin azalmasi ve yliksek hiicre yogunluguna
ulasilmasi sebebiyle sporlasmanin baglamis olmasi kuvvetle muhtemeldir. Dolayisiyla
OD degerindeki azalmayr da kanibalist hiicre varligr ile agiklamak miimkiin
goriinmektedir.

Bacillus subtilis i¢in sporlasma dongiisii Ek 6’da verilmistir. Asimetrik hiicre
boliinmesi sirasinda septum olusumu gerceklesinceye kadar sporlasma tam anlamiyla
baslamaz. Bu sathada eger hiicre besine ulasabilirse, gelisimini siirdiirebilir. Ancak
asimetrik hiicre boliinmesi asamasi baslarsa, ortama besin ilave edilse bile hiicre, spor
olusumu islemini tamamlar. Dolayisiyla kanibalizm olay1 da asimetrik hiicre boliinmesi
asamasindan once gergeklesmektedir (Gonzalez-Pastor 2011).

Daha once de ifade edildigi gibi maksimum OD degerinden sonra hiicre
parcalanmasinin gerceklestigi diisliniildiigiinden, yanit yiizey yonteminde maksimum
OD degerine ulasilincaya kadar elde edilen en yiiksek peptidaz aktivitesinin yanit olarak
degerlendirilmesine karar verilmistir. Fermantasyon ortamindan alinan Orneklerde
yapilan analiz sonuglarina gore tiim uygulamalar i¢cin maksimum aktivite degerinin
maksimum OD’ye ulagildig1 anda elde edildigi tespit edilmistir. Bu nedenle yanit yiizey
yontemi ile optimizasyon yapilirken OD degerinin maksimuma ulastigi noktaya
(stireye) karsilik gelen peptidaz aktivitesi degeri, yanit olarak kullanilmistir.

Cizelge 4.10°da maksimum OD degerine ulasildigi an ve 1 saat sonrasindaki
spesifik aktivite degerleri gosterilmistir. Cizelgedeki degerler incelendiginde maksimum
OD degerinden hemen sonra spesifik aktivite degerinde biiyiik oranda azalma oldugu
gorilmektedir. Bu durumun olasi nedeni de hiicre pargalanmasi ile agiga c¢ikan
proteinlerdir. Hiicre pargalanmasiyla birlikte peptidaz aktivitesi de artmaktadir ancak
spesifik aktivitenin diismesi, ortamda peptidaz disindaki protein yapisinda maddelerin
daha fazla bulundugunu gostermektedir. Dolayisiyla maksimum OD degerindeki
peptidaz aktivitesinin yanit olarak kullanilmasi ile spesifik aktivitesi daha yliksek enzim
tiretimi de saglanmis olacaktir.
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Cizelge 4.10. Deneme desenindeki fermantasyon kosullarmma goére K1 susu igin
maksimum OD degerine ulasildig1 an ve sonrasindaki spesifik aktivite

degerleri
Deneme desenine Faktor seviyeleri Spesifik aktivite  Spesifik aktivite
gore uygulama (sicaklik, pH, inokulum . * . o
(linite/mg) (linite/mg)
numarast orant)
1 25.07 °C, pH 5.81, %1.81 1056.57 474.15
2 39.93 °C, pH 5.81, %1.81 1318.22 550.62
3 25.07 °C, pH 8.19, %1.81 760.96 392.21
4 39.93 °C, pH 8.19, %1.81 663.40 701.63
5 25.07 °C, pH 5.81, %4.19 795.53 823.70
6 39.93 °C, pH 5.81, %4.19 1466.99 644.38
7 25.07 °C, pH 8.19, %4.19 477.69 266.48
8 39.93 °C, pH 8.19, %4.19 1423.25 579.85
9 20.00 °C, pH 7.00, %3.00 1508.35 761.18
10 45.00 °C, pH 7.00, %3.00 1447.31 320.27
11 32.50 °C, pH 5.00, %3.00 754.18 489.61
12 32.50 °C, pH 9.00, %3.00 782.15 148.63
13 32.50 °C, pH 7.00, %1.00 563.02 268.09
14 32.50 °C, pH 7.00, %5.00 859.87 440.24
15 32.50 °C, pH 7.00, %3.00 921.70 419.36

*Maksimum OD degerindeki spesifik aktivite
**Maksimum OD degerine ulasildiktan 1 saat sonraki spesifik aktivite

Maksimum OD degerinde elde edilen peptidaz aktivitesine ait veriler Minitab 17
yazilim programi kullanilarak varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmis, regresyon
katsayilar1 ve esitligi belirlenmistir. Regresyon analizi sonucu sicaklik (t), besiyeri
baslangi¢ pH’s1 (p) ve inokiilasyon orani (i) faktorlerine bagli olarak peptidaz aktivitesi
(tinite/ml) i¢in elde edilen ikinci dereceden polinom esitlik, Denklem 4.1’°de verilmistir.

Peptidaz aktivitesi = -283.5 +6.79t + 63 p + 1.12i — 0.0853 t* -4.219 p* — 1.366 i* —
0.214 t*p + 0.148 t*{ + 0.007 p*i

(4.1)

Cizelge 4.11°de yanit yiizey deneme deseninde belirlenmis olan kosullarda
gerceklestirilen fermantasyonlar sonucu 6lgiilen peptidaz aktivitesi degerleri ile elde
edilen regresyon esitligine gore program tarafindan tahmin edilen aktivite degerleri
verilmigtir. Cizelgede siire baglig1 altindaki silitunda, maksimum OD degerine ulasilan
stire verilmistir. Yani yanit olarak kullanilan peptidaz aktivitesinin ka¢ saatte elde
edildigi gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Yanit yiizey yontemi deneme desenine gore K1 susu icin Olgiilen ve
tahmin edilen peptidaz aktivitesi degerleri

Uygulama Blok Faktér'ler Siire {Akti\{ite (linite .{ml)
sirasi Sicaklik (°C) pH  Inokulum orani (%) (sa) Tahmin edilen Olgiilen
1 1 25.07 5.81 1.81 10 29.64 27.61 £1.25
2 1 39.93 5.81 1.81 4 33.66 35.84 £ 1.65
3 1 25.07 8.19 1.81 10 26.17 23.00 £ 0.87
4 1 39.93 8.19 1.81 5 22.62 25.29+3.61
5 1 25.07 5.81 4.19 8 21.74 19.97+£1.26
6 1 39.93 5.81 4.19 4 31.00 38.05+1.13
7 1 25.07 8.19 4.19 9 18.32 18.97 +£0.94
8 1 39.93 8.19 4.19 4 20.01 3291 £0.94
9 1 20.00 7.00 3.00 13 22.28 25.30+0.38
10 1 45.00 7.00 3.00 3 27.08 17.79 £ 0.25
11 1 32.50 5.00 3.00 7 27.21 26.40 + 0.66
12 1 32.50 9.00 3.00 6 15.05 6.36 +1.46
13 1 32.50 7.00 1.00 7 36.96 36.95+1.96
14 1 32.50 7.00 5.00 5 28.12 19.62 £0.61
15 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 37.49 £ 0.08
16 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 37.40 £4.85
17 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 4443 £ 4.92
18 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 43.53+4.71
19 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 39.86 £0.11
20 1 32.50 7.00 3.00 6 38.01 38.12+£2.90
21 2 25.07 5.81 1.81 8 29.64 26.48 £0.72
22 2 39.93 5.81 1.81 4 33.66 35.44 £ 0.52
23 2 25.07 8.19 1.81 9 26.17 27.05 £ 1.05
24 2 39.93 8.19 1.81 5 22.62 3037+ 1.77
25 2 25.07 5.81 4.19 7 21.74 22.23+0.24
26 2 39.93 5.81 4.19 4 31.00 35.38+2.44
27 2 25.07 8.19 4.19 8 18.32 22.84 £0.33
28 2 39.93 8.19 4.19 4 20.01 2143 +1.51
29 2 20.00 7.00 3.00 12 22.28 25.80+0.26
30 2 45.00 7.00 3.00 3 27.08 1691 £ 1.45
31 2 32.50 5.00 3.00 6 27.21 27.14 £ 0.65
32 2 32.50 9.00 3.00 7 15.05 11.71 £ 0.18
33 2 32.50 7.00 1.00 7 36.96 37.27 +£4.03
34 2 32.50 7.00 5.00 6 28.12 2341 +2.84
35 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 35.51 £0.37
36 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 35.83£0.34
37 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 38.67+0.99
38 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 3435+ 1.42
39 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 35.81 £1.87
40 2 32.50 7.00 3.00 7 38.01 37.29+£2.36
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Peptidaz aktivitesi i¢in program tarafindan tahmin edilen regresyon katsayilar
Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelge incelendiginde tiim faktor ve interaksiyonlar icin
VIF degerinin 1 veya 1’e ¢ok yakin oldugu goriilmektedir. Regresyon analizinde VIF
degerinin diigiik olmasi1 faktorler arasinda ¢oklu dogrusallik, yani faktorler arasinda
korelasyon olmadigini gosterdiginden iyi bir sonug elde edilmistir'. Faktorler arasinda
korelasyon olmasi, regresyon katsayilarinin varyansinin artmasina neden olmakta,
sonuglar1 gereginden fazla etkilemekte ve sonuglar1 yorumlamayi zorlastirmaktadir.

Deneme diizenlerinde biitiin uygulamalar i¢in ayni kosullar1 saglamak her zaman
miimkiin olmamaktadir. Bazi nedenlerden dolay1 veriler homojen olmayabilir.
Calismanin saglikli bir sekilde yapilabilmesi i¢in bu etkinin giderilmesi gerekmektedir.
Boyle durumlarda kullanilan teknik “blok™ olarak adlandirilmaktadir. Baslangigta etkisi
oldugu bilinen fakat etkisiyle ilgilenilmeyen faktorler genellikle blok olarak
kullanilmaktadir (Kul 2004). Cizelge 4.12°deki p degerine gore blok etkisinin
istatistiksel olarak Onemsiz oldugu anlasilmaktadir. Bu c¢alismada fermantasyon
denemeleri iki tekerriirlii yapilmig olup bloklar farkli iki tekerriirii temsil etmektedir.
Dolayisiyla blok etkisi ile tekerriirler arasinda farklilik olup olmadigi belirlenmistir.
Tekerriiriin blok olarak degerlendirilmesindeki amag besiyerinden (enzim iiretim
ortami) kaynaklanabilecek farkliliklarin enzim aktivitesi lizerine etkisini tespit etmektir.
Tiim diger degiskenleri sabit tutmak miimkiin oldugu halde (ayn1 inkiibatorii kullanarak
sicaklik ve calkalama hizini ayarlamak gibi) besiyerinin, farkli zamanlarda yeniden
hazirlanmas1 gerektiginden, kontrolii daha zor olmaktadir. Besiyeri hazirlarken tartim,
pH ayarlama, sterilizasyon gibi farkli asamalarin olmasi varyasyonu artirmaktadir. Her
seferinde bilesenlerin ayn1 miktarda tartilabildigi varsayilsa bile kullanilan distile suyun
saflik durumundaki veya pH degerindeki ufak bir degisim, farkli sonuclarin elde
edilmesine neden olabilmektedir. Ayrica bu ¢aligmada besiyerinden kaynaklanabilecek
farkliliklar1 en aza indirmek i¢in besiyerini olusturan bilesenler her seferinde ayni parti
numarali kimyasaldan hatta miimkiinse ayni kutudan tartilmistir. Blok etkisinin 6nemsiz
olmasi, ayni fermantasyonun farkli zamanlarda yapilmasinin peptidaz aktivitesi iizerine
onemli bir etkisi olmadigini géstermektedir.

Cizelge 4.12 incelendiginde peptidaz aktivitesi iizerine sicakligin (S) Onemli
derecede etkisi olmadig1 ancak pH ve inokiilasyon oraninin (I0) peptidaz aktivitesini
onemli derecede (p<0.05) etkiledigi goriilmektedir. Yani peptidaz aktivitesi
fermantasyon sicakligindan bagimsiz iken besiyeri baslangic pH’s1 ve uygulanan
inokiilasyon oranina baglh olarak degismektedir. Ayrica S*S ve pH*pH
interaksiyonlarinin peptidaz aktivitesini 6nemli derecede (p<0.05) etkiledigi ancak diger
tim interaksiyonlarin peptidaz aktivitesi lizerine etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.
Sicaklik ve pH’nin kare seklindeki interaksiyonlarinin istatistiksel olarak 6nemli
(p<0.05) olmas, bu faktorlerle peptidaz aktivitesi arasinda kuadratik bir iliski oldugunu
gostermektedir. S*pH, S*IO ve pH*IO interaksiyonlarinin 6nemsiz olmasi da bu
faktorlerin peptidaz aktivitesini birbirlerinden bagimsiz olarak etkilediginin, aralarinda
interaksiyon olmadiginin gostergesidir. Bu sonuglara gore sicakligin aktivite iizerine tek
basina etkisi olmadigr gibi diger faktorlerle etkilesiminin de bir etki yaratmadig
anlagilmaktadir.

! Coklu dogrusallik tespit edilmesi durumunda yapilmas: gereken islem, istatistiksel olarak 6nemsiz
oldugu belirlenen faktdrlerin modelden ¢ikarilmasidir.
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Cizelge 4.12. K1 susunun peptidaz aktivitesi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilari

Terim Etki  Katsay1 SE T-degeri  P-degeri  VIF
katsayist

Sabit 38.01 1.57 24.26 0.000

Blok 0.349 0.859 0.41 0.688 1.00
Sicaklik (S) 2.85 1.43 1.04 1.37 0.180 1.00
pH -7.23 -3.62 1.04 -3.48 0.002" 1.00
Inokiilasyon oran1 (I0)  -5.26 -2.63 1.04 -2.53 0.017 1.00
S*S -9.42 -4.71 1.01 -4.66 0.000" 1.02
pH*pH -11.93 -5.97 1.01 -5.90 0.000" 1.02
fo*io -3.86 -1.93 1.01 -1.91 0.066 1.02
S*pH -3.79 -1.89 1.36 -1.39 0.174 1.00
S*I0 2.62 1.31 1.36 0.96 0.343 1.00
pH*IO 0.02 0.01 1.36 0.01 0.994 1.00

"p<0.05 seviyesinde farklilik ifade eder.

SE: Standart hata katsayis1

VIF: Varyans yiikseltme faktorii (VIF=1, coklu dogrusallik yok; VIF >1, makul seviyede g¢oklu
dogrusallik; 5<VIF<10, ¢oklu dogrusallik fazla)

Cizelge 4.13’de peptidaz aktivitesi degerlerine ait varyans analizi sonuglari
verilmistir. Model kisminin istatistiksel olarak énem seviyesi daha once Cizelge 4.12
incelenirken aciklandigi i¢in burada tekrar deginilmemistir. Burada lack-of-fit degeri ve
R” degeri 6nem arz etmektedir. Modelin matematiksel formunun uyumsuzlugundan
kaynaklanan hataya lack-of-fit (model uyumsuzlugu) denilmektedir. Ideal olarak,
istatistiksel agidan lack-of-fit degerinin Onemsiz olmasi1 gerekir (Ko¢ ve Kaymak-
Ertekin 2010). Lack-of-fit i¢cin Cizelge 4.13’deki p degerine bakildiginda istatistiksel
olarak onemli seviyede (p<0.05) oldugu goriilmektedir. Bu degerin 6nemli olmasi,
modelin peptidaz aktivitesindeki degisimi agiklamada yetersiz oldugunu gostermektedir.
Modelin genel olarak tahminleme yetenegi, cogunlukla belirleme katsayisi (R?) ile
aciklanmaktadir (Bas ve Boyaci 2007). Bu ¢alismada, modelin peptidaz aktivitesindeki
degisimi iyi temsil edemedigi R® degerinin (%72.34) diisik olmasindan da
anlasilmaktadir. R? degerine gore model, peptidaz aktivitesindeki varyasyonu ancak
%72 oraninda agiklayabilmektedir. Modelin iyi uyum saglayabilmesi i¢in R* degerinin
en azindan %75 den biiyiik olmasi gerektigi bildirilmistir (Puri vd 2002). Deger %100°e
ne kadar yaklasirsa uyumun da o kadar iyi oldugundan bahsedilmektedir. Ancak her
yiiksek R* de modelin uygun olacagi anlamina gelmez. Ciinkii terim sayisi arttikca,
terim istatistiksel acidan onemli olsun ya da olmasin, R* degerini yapay olarak
artirabilmektedir (Bas ve Boyaci 2007). Iyi bir modelde R?, ayarlanmis R’ ve tahmin
edilen R? degerlerinin birbirine yakin olmasi gerekmektedir (Chauhan ve Gupta 2004).
Peptidaz tiretiminin istatistiksel metodlarla optimizasyonunun yapildigi ¢alismalarda, R*
degerinin genel olarak %90’1n iizerinde oldugu ifade edilmistir. Incelenen calismalar
arasindan, bu degeri %79 (Puri vd 2002) ve %84 (Guangrong vd 2008) olarak belirleyen
calismalara da rastlanmistir.
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Cizelge 4.13. K1 susunun peptidaz aktivitesi degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik ~ Adj SS Adj MS F-degeri P-degeri’
kaynagi derecesi

Model 10 2238.35 223.84 7.58 0.000"
Blok 1 4.87 4.87 0.16 0.688
Lineer 3 601.43 200.48 6.79 0.001"
Kare 3 1547.28 515.76 17.48 0.000"
Interaksiyon 3 84.78 28.26 0.96 0.426

Hata 29 855.85 29.51
Lack-of-fit" 19 795.88 41.89 6.99 0.002"
Saf hata 10 59.96 6.00

Toplam 39 3094.20

Modelin 6zeti S R’ R*(adj) R*(pred)

5.43249 %7234  %62.80 %38.85

"p<0.05 seviyesinde farklilik ifade eder
“"Model uyumsuzlugu

Modeli uyumlu hale getirebilmek icin yapilmasi gereken islemlerden biri,
istatistiksel olarak onemsiz oldugu tespit edilen faktorleri modelden ¢ikararak yeni bir
model olusturmaktir. Bu sekilde denemeler yapilmis ancak yine uyumlu bir model elde
edilememistir. Uyumlu bir model elde edebilmek i¢in diger bir islem olarak, verilere
transformasyon uygulayip verileri tekrar analiz ederek yeni bir model olusturulabilir.
Ancak transformasyonun tiim sistemlerde arzu edilen sonuglari vermesinin miimkiin
olmadig1 da bildirilmistir (Bas ve Boyac1 2007). Nitekim peptidaz aktivitesi degerleri
transforme edilip yeniden analiz edilmis fakat istenilen sonug elde edilememis, lack-of-
fit degeri istatistiksel olarak hep énemli, R degeri de kiiciik bulunmustur.

Modelin uyumsuz olmasimmin en O©nemli nedeninin sicaklik faktoriiniin
istatistiksel olarak onemsiz olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Bkz. Cizelge
4.12). Fermantasyon sicakliginin peptidaz aktivitesi acisindan énemli bir faktor oldugu
bir¢ok caligmada bildirilmistir (Puri vd 2002, Chauhan ve Gupta 2004, Gorlach-Lira vd
2010). Bu calismada yanit ylizey yontemi ile optimizasyon sirasinda sicakligin énemsiz
olmasi, muhtemelen deneme desenindeki her bir kosul i¢in maksimum OD degerine
ulagilan peptidaz aktivitesi degerinin yanit olarak kullanilmasindan kaynaklanmaktadir.
Sekil 4.17°den Sekil 4.23’e kadar olan sekiller incelendiginde fermantasyon siiresini
besiyeri baslangic pH’s1 ve inokulum oranindan =ziyade sicakligin etkiledigi
goriilmektedir. Soyle ki 32.5 °C’de pH 7 iken maksimum OD degerine %1 inokulasyon
oraninda 7, %5 inokulasyon oraninda 5 saatte ulasilmistir. Yani diger faktorler sabitken
inokulasyon oraninin 5 kat artmasi silireyi sadece 2 saat kisaltmistir. Diger taraftan
besiyeri baslangic pH’s1 (7) ve inokiilasyon orani (%3) sabitken maksimum OD’ye
ulagma siiresi 20 °C’de 13 sa, 45 °C’de 3 saat olarak belirlenmistir. Dolayisiyla sicaklik
fermantasyon siiresini oldukca fazla etkilemekte yani bakterinin gelisimi agisindan
onemli bir faktor olmaktadir. Peptidaz aktivitesi de sekillerden goriildiigii gibi bakteri
gelisimine baglidir. Optimizasyon sirasinda maksimum OD degerindeki peptidaz
aktivitesi degeri yanit olarak secildigi i¢in siireler farkli olmasina ragmen aktivite
degerleri birbirlerine ¢ok vyakin olmus ve hatta 20 °C’deki aktivite degeri
45 °C’dekinden daha yiiksek olarak saptanmistir. Bu durumda da sicaklik dnemsiz bir
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faktor olarak belirlenmistir. Sabit bir fermentasyon stiresi segilip yanit olarak bu siirede
elde edilen peptidaz aktivitesi kullanilsaydi, sicaklik kuvvetle muhtemel istatistiksel
acidan Oonemli bir faktor olarak belirlenirdi. Ancak hiicre par¢alanmasina bagli olarak
hiicre i¢i peptidazlarin agiga ¢ikmasi bu sekilde bir prosediir uygulamaya engel teskil
etmistir. Boyle bir uygulama ile hiicre dis1 peptidaz miktarin1 belirlemek yerine toplam
peptidaz acisindan bir optimizasyon yapmak miimkiin olabilirdi. Fakat bu durumda da
farkli tipteki peptidazlarin veya diger enzimlerin salgilanma olasiligi artacagindan
optimizasyon isleminden sonra yapilacak saflastirma islemi ¢ok daha karmagik bir hal
alabilirdi.

Modelin uyumsuz olarak tespit edilmesindeki diger bir neden, Minitab yazilim
programi ile yapilan veri analizi sonucunda 8, 10, 12 ve 30 numarali uygulamalarin
(Bkz. Cizelge 4.11) program tarafindan olagandis1 gozlemler olarak belirlenmesidir.
Olgiilen ve tahmin edilen aktivite degerleri karsilastirildiginda biiyiik farkliliklar
gozlenmektedir. Uygulamalardan 10 ve 30 numarali olanlar fermantasyon kosullar
(45 °C, pH 7, inokiilasyon orant %3) ayni olmak tizere farkli bloklar1 yani tekerriirleri
temsil etmektedir. Program tarafindan bu kosullar i¢in tahmin edilen aktivite degeri
27.08 {iinite/ml’dir. Peptidaz aktivitesi i¢in Olgiilen degerler ise 10 ve 30 numarali
uygulamalar icin sirasiyla, 17.79+0.25 ve 16.91+1.45 iinite/ml olarak tespit edilmistir.
Bu degerler, her bir uygulama igin li¢ farkli erlenden alinan 6rneklerin iki paralelli
olarak analiz edilmesi ile bulunmustur. Farkli iki zamanda yapilmis analiz sonuglarinin
birbirine bu kadar yakin olmasi, deneysel bir hatanin olmadigini géstermektedir. Ancak
bu sonuglar model tarafindan olagandisi olarak kabul edildiginden modelin uyumlulugu
azalmaktadir. 8 ve 12. uygulamalarin ikinci bloktaki karsiliklarina bakildiginda (28. ve
32. uygulamalar) olgiilen aktivite degerleri arasinda farkliliklar mevcuttur. Bu iki
uygulama i¢in her bir tekerriiriin kendi i¢indeki sapmasi diisiik olsa da bloklar arasi
sapmanin fazla olmasi uyumlulugu azaltmistir.

Model uyumsuzlugunun muhtemel nedenlerinden biri de elde edilen ham enzim
¢Ozeltisinin kompozit bir yapida olmasidir. Ham enzim c¢ozeltisinin farkli enzimleri
icermesi muhtemel oldugu gibi farkl tip peptidazlar da igerebilir. Nitekim ¢alismanin
ileriki agsamalarinda (enzim ¢ozeltisinin karakterizasyonu sirasinda) yapilan bazi
analizlerin sonuglarina goére ham enzim ¢dzeltisinin birden fazla peptidaz tiiriinii igerdigi
diisiiniilmektedir. Dolayisiyla deneme desenine gore kosullarin degismesi, 6n plana
cikan peptidaz tiiriiniin farkli olmasia neden olabilir. Yani bir kosulda aktif olan bir
peptidaz tiiriinlin bagka bir kosulda aktivitesi azalabilir ya da bu peptidaz tiirii
aktivitesini kaybedebilir. Boyle bir durumda da program tarafindan tahmin edilen
peptidaz aktivitesi degerleri ile Olgiilen aktivite degerleri arasinda sapma olmasi
olagandir.

Deneme desenine gore peptidaz aktivitesine bagli kontur grafikleri Sekil 4.24°de
yiizey grafikleri ise Sekil 4.25°de verilmistir. Grafiklerde iki faktoriin etkisi
incelenebildiginden, igilincii faktér merkez nokta seviyesinde sabitlenerek grafikler
cizilmistir. Kontur grafiklerinin sekli, ylizey grafiklerinin sekli (maksimum, minimum
ya da eyer noktasi) konusunda bilgi vermektedir. Dairesel kontur grafikleri degiskenler
arasindaki etkilesimin ihmal edilebilir oldugunu, elips ya da eyer seklindekiler ise i¢
etkilesimin 6nemli oldugunu gosterdigi bildirilmistir (Ko¢ ve Kaymaz-Ertekin 2010).
Sekil 4.24°de kontur grafiklerinin dairesel ve eliptik sekillerde olmas1 peptidaz aktivitesi
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acisindan maksimum noktaya ulasildigina isaret etmektedir ve bu durum Sekil 4.25°deki
yiizey grafiklerinde de goriilmektedir. Sicaklik-pH kontur grafikleri dairesel, sicaklik-
inokulum orani ve pH-inokulum orami grafikleri ise elips seklindedir. Bu durumda
sicaklik-inokulum orani ve pH-inokulum orani arasindaki interaksiyonlarin istatistiksel
acidan Oonemli olmasi gerekmektedir. Ancak varyans analizi sonuglarina gore (Bkz.
Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13) tiim interaksiyonlarin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir.
Kontur ve ylizey grafikleri 6l¢iilen degerlere gore degil, program tarafindan tahmin
edilen degerlere gore c¢izilmektedir (Bag ve Boyaci 2007). Dolayisiyla model
uyumsuzlugu da goz éniinde bulunduruldugunda farkli sonuglarin ¢ikmasi olagandir.

Aktivite
(Unite/ml)
< 0

10
20
30

0 -
> 30

10
m 20
|

Hold Values
Inokulum orani

w

30 35
Sicakhk

Aktivite
(Unite/ml)
< 10

- 15

- 20

20 - 25
25 - 30
30 - 35
[ ] > 35

N

10
15

3

Inokulum orani

Hold Values
pH 7

20 30 35
Sicaklik

Aktivite
(linite/ml)

< 10

10 - 15
15 - 20
20 - 25
25 - 30
B 30 - 35
[ | > 35

Inokulum orani
o

Hold Values
Sicaklik 32,5

1
52 56 60 64 68 72 76 80 84 88
pH

Sekil 4.24. K1 susunun peptidaz aktivitesine bagli kontur grafikleri
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Sekil 4.25. K1 susunun peptidaz aktivitesine bagl yiizey grafikleri

93



Elde edilen mevcut sonuglar dogrultusunda yanit yiizey yontemi igin se¢ilmis
olan faktorler (sicaklik, besiyeri baslangic pH’s1 ve inokiilasyon orani) agisindan da bir
degerlendirme yapilmaistir.

Sekil 4.25°deki yiizey grafiklerine gore li¢ faktoriin de ikili karsilastirilmalari
sonucu maksimum noktaya ulasildig1 goriilmektedir. Dolayistyla uyumlu bir model elde
edilmis olsaydi, maksimum peptidaz aktivitesi degerine ulagsmak icin faktor seviyeleri
rahatlikla belirlenebilecekti. Yiizey grafikleri incelendiginde sicaklik merkez noktaya
(yaklasik 30 °C) yakin iken maksimum aktivite degerine ulasildigi, daha diisiik ve
yiiksek sicakliklarda aktivite degerinin azaldig1 goriilmektedir. Gengkal ve Tari (2006)
peptidaz {retimini gerceklestirdikleri calismalarinda, farkli Bacillus sp. suslari igin
30 °C veya 37 °C’nin hem bakteri gelisimi hem de enzim iiretimi agisindan optimum
sicaklik oldugunu tespit etmis, Ozellikle 45 °C ve daha yiiksek sicakliklarda aktivitede
meydana gelen enzim aktivitesindeki azalmay1 protein denatiirasyonu ve fretilen
enzimin proteolitik aktivitesine bagli degradasyonla iliskilendirmislerdir. Jaswal vd
(2008) peptidaz aktivitesi agisindan optimum sicaklik derecesini 25 °C, Rao vd (2007)
34.58 °C, Chauhan ve Gupta (2004) ise 37 °C olarak tespit etmislerdir.

Besiyeri pH’sinin enzimatik proseslerde ve hiicre zarindan besin maddelerinin
tasinmasinda dnemli rol oynadig1 ve buna bagli olarak hiicre gelisimi ve iiriin liretimini
de etkiledigi bildirilmektedir (Bhunia vd 2012). Yiizey grafikleri besiyeri baslangic
pH’s1 acisindan incelendiginde, pH yaklasik 6.5-7.0 arasinda oldugu zaman en yiiksek
aktivite degerinin elde edildigi, pH derecesi ylikseldik¢e aktivitenin de dnemli Olgilide
azaldig1 goriilmektedir. Optimizasyon islemi Oncesinde kiiltiir kosullar1 belirlenirken
yiiksek pH’nin bakteri gelisimini olumsuz yonde etkilediginden bahsedilmisti (Bkz.
Sekil 4.12). Yiiksek pH degerinde bakterinin gelisememesi, dogal olarak, aktivite
degerinin de diismesine neden olmaktadir. K1 susu zaten ekmekten izole edilmis bir
bakteri oldugu i¢in yiiksek pH derecelerinde iyi ¢alismamasi beklenen bir sonugtur.
Ancak aktivite degerinin ne sekilde degisecegini belirlemek acisindan deneme desenine
yiiksek pH degerleri de dahil edilmistir. Fermantasyon denemeleri gerceklestirilirken,
fermantasyon sonunda pH degerleri de olgiilmiistiir. Besiyeri baglangic pH’s1 ister
digiik ister yiiksek olsun, fermantasyon sonunda besiyeri pH’s1 nétr kosullara
yaklagmigtir. Baslangic pH’sina da bagl olarak fermantasyon sonundaki pH degerinin
6.7-8.0 arasinda degistigi tespit edilmistir. Yani bakteri, kendi gelisimini siirdiirebilmek
icin ortam kosullarina gore asidik ya da bazik metabolitler iireterek notr ortam
olusturmustur. Qadar vd (2009) de 7’ye ayarlanmis olan besiyeri pH’sinin 7.5-8.0’e
yiikseldigini tespit etmis ve bunu metabolit birikimi ile agiklamiglardir. Ortam
kosullarinin bakteri faaliyeti ile ndtre doniismesi nedeniyle, bu calismada {iretilen
peptidazin da biiyiikk olasilikla notr karakterli olabilecegi diisliniilmektedir. Esasen
ortamda farkli karakterde, yani birden fazla peptidaz tiiriiniin bulunmasi da miimkiindjir.
Ancak mevcut kosullar, notr karakterli peptidazin baskin olabilecegini gostermektedir.
Bacillus peptidazlar ile ilgili olarak yapilmis ¢alismalarin ¢ok biiyiik bir kismi alkali
peptidazlar1 konu edinmistir. Bu nedenle de aktivite agisindan belirlenen optimum
pH’lar genellikle alkalidir. Peptidaz aktivitesi agisindan optimum besiyeri pH’sim
Jaswal vd (2008) 10.5; Qadar vd (2009) 7.0; Gorlach-Lira vd (2010) ise 4.8 olarak tespit
etmislerdir.
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Bu calismada inokulum orani %1-5 arasinda uygulanmis ve yaklasik %2.5’luk
inokulum oraninin peptidaz aktivitesi agisindan en uygun oran olabilecegi tespit
edilmistir (Bkz. Sekil 4.24 ve Sekil 4.25). Prakasham vd (2006) de kat1 faz
fermantasyonla peptidaz {iiretimi yaptiklar1 bir calismada inokulum oranimi = %]1-5
arasinda uygulamis ve enzim aktivitesi acisindan en uygun orani %3 olarak
saptamiglardir. Puri vd (2002) Bacillus sp. ile yaptiklar bir calismada inokulum oranini
%1-3 arasinda uygulamis ve inokulum oraninin peptidaz aktivitesi iizerine etkisinin
olmadigini tespit etmislerdir. Suganthi vd (2013) Bacillus licheniformis ile yaptiklari
calismada peptidaz tliretimi i¢in %0.2-1.0 arasinda degisen inokulum oranlarin1 denemis
ve en uygun orani %1 olarak belirlemislerdir. Diisliik inokulum oranlarinda enzim
iiretimi i¢in bakteri sayisinin yetersiz kaldigini; daha yiiksek inokulum oranlarinda ise
¢cOziinmiis oksijen miktarinin azalabilecegini ve besine ulasmak ic¢in rekabetin
artabilecegini bildirmislerdir. Bacillus subtilis ile yaptiklar1 bir c¢alismada %]1-6
arasindaki inokulasyon oranlarint deneyen Ahmed vd (2010) ise maksimum peptidaz
aktivitesi saglayan orant %4 olarak tespit etmislerdir. Bu oranin iizerindeki degerlerde
aktivitenin azaligini spor sayisindaki asir1 artigla iliskilendirmislerdir.

Esasen optimum kosullar1 belirlemek i¢in uyumlu bir model elde edilmesi
gerekmektedir. Ciinkii optimizasyon grafigi de kontur ve ylizey grafikleri gibi program
tarafindan tahmin edilen yanit degerlerine gore olusturulmaktadir. Ancak program
tarafindan sunulan optimum kosullar1 gérmek adina yanit optimizasyonu yapilmistir.
Minitab 17 programi ile olusturulmus optimizasyon grafigi Sekil 4.26’da verilmistir.
Grafikteki kesikli mavi ¢izgi maksimum peptidaz aktivitesi degerini, dikey kirmizi
cizgiler ise bu aktivite degerine ulasmak i¢in faktor seviyelerinin ne olmas1 gerektigini
gostermektedir. Bu grafige gore maksimum aktivite degerine (y=39.519 iinite/ml)
ulagsmak i¢in sicakligin 33.4 °C, pH’nin 6.62, inokulasyon oranmnin da %?2.3 olarak
ayarlanmas1 gerektigi goriilmektedir. Istenilen hedefe ulasma indeksi olarak bilinen
d degeri 0 ile 1 arasinda degismekte, 1 ideal kosullari, 0 ise yanitin kabul edilebilir
limitlerin diginda oldugunu gostermektedir. Bu deger 1’e ne kadar yaklasirsa faktor
kombinasyonunun yanit agisindan tanimlanan hedefi o kadar iyi karsiladigindan soz
edilmektedir (Kog¢ ve Kaymak-Ertekin 2010). Dolayistyla Sekil 4.26’daki d degerinin 1
olmast maksimum peptidaz aktivitesi i¢in en uygun sicaklik, pH ve inokulum orani
degerlerinin bulundugunu gostermektedir.

Optimal Sicaklik pH Inokulum
b: 1000 High 450 90 50
T Cur [33,3838] [6,6162] [2,2525]
Predict Low 20,0 5,0 10
Aktivite
Maximum
y = 39,5191
d = 1,0000

Sekil 4.26. K1 susunun peptidaz aktivitesi i¢in Minitab 17 programi ile elde edilen
optimizasyon grafigi
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Optimizasyon iglemini dogrulamak igin belirlenmis olan sicaklik, besiyeri
baslangic pH’s1 ve inokulum orani kosullarinda {i¢ tekerriirlii olarak fermantasyon
yapilmistir. Fermantasyon siiresince OD ve peptidaz aktivitesi degerlerinin yani sira
protein ve glukoz miktarlar1 da takip edilmistir. Bu verilere ait grafik Sekil 4.27°de
gosterilmistir. Sekilden de goriildiigii iizere maksimum OD degerine (8.606+0.171)
7 saatlik fermantasyon sonunda ulasilmistir. Bu siirede elde edilen peptidaz aktivitesi
degeri ise 49.172+1.014 iinite/ml’dir. Yani optimum kosullarda elde edilmesi beklenen
degerden (39.519 {inite/ml) 10 birim fazlalik s6z konusudur. Cok yakin degerler elde
edilememesinin en biiyiik nedeni modelin uyumsuz olmasidir. Ancak durumu farkli bir
acidan degerlendirmek de miimkiindiir. Soyle ki deneme deseninde siire faktorii
olmadigindan ya da tiim kosullar icin sabit siireli fermantasyonlar
gergeklestirilmediginden programin, optimum kosullarda yapilan fermantasyon siiresini
yani maksimum OD’ye ulagsma siiresini tespit ya da tahmin etmesi miimkiin degildir.
Dolayisiyla deneme deseninde optimum kosullara en yakin sartlarda gergeklesen
fermantasyonlarin ne kadar silirdiigliniin g6z Oniinde bulundurulmas: gerektigi
diistiniilmektedir. Zaten program da optimum kosullarda elde edilebilecek maksimum
aktivite degerini deneme desenindeki aktivite degerlerine gore belirlemektedir.
Optimum kosullar1 saglayan faktor seviyelerine bakildiginda, bu degerlerin deneme
deseninde en yakin oldugu kosullarin merkez nokta (sicaklik 32.5 °C, pH 7, inokulum
orani %3) oldugu goriilmektedir (Bkz. Cizelge 4.11). Fermantasyonlar merkez noktada
gerceklestirildiginde maksimum OD’ye ulagma siiresi 1. tekerriirde 6 sa, 2. tekerriirde
ise 7 saat olarak belirlenmistir. Buna bagli olarak optimum kosullardaki fermantasyon
stiresinin de 6 ya da 7 saat olarak kabul edilebilecegi diislinlilmektedir. Siire 6 sa olarak
kabul edilirse, Sekil 4.27°de de goriildiigli gibi peptidaz aktivitesi 40.566 tinite/ml olur
ve bu durumda program tarafindan tahmin edilen aktivite degerine olduk¢a yakin bir
deger elde edilmis olur.

Sekil 4.27 incelendiginde, bakterinin gelisimi ile birlikte glukoz miktarinin
asamal1 olarak azaldigi ve maksimum OD degerine ulasilan 7. saatten sonra yaklasik
0.3 mg/ml diizeyinde sabitlendigi goriilmektedir. Protein iiretiminin ise 2. saaten sonra
basladigi, asamali olarak arttigi ve 8. saatten sonra sabitlendigi grafikten
anlagilmaktadir. Bakterinin ortama adaptasyon donemi olan lag fazinda heniiz peptidaz
iiretimi baglamamigken protein iiretimi de ger¢eklesmemis, buna karsin besin olarak
glukozun kullanilmasi sonucu glukoz miktarinda azalma gozlenmistir. Logaritmik fazin
baslamasiyla birlikte, bakteri sayisindaki artis ve besine olan ihtiya¢ nedeniyle, glukoz
miktarinda ani bir azalma gergeklesmistir. Bu sirada ayni1 zamanda protein ve peptidaz
iiretimi de baglamistir. Fermantasyonun 3. ile 5. saatleri arasinda peptidaz miktar1 hizla
artarken protein miktar1 sabit kalmistir. Bu durum muhtemelen bakterinin irettigi
peptidaz araciligr ile kendine besin olusturmak icin proteinleri pargalarken, {iretilen
enzimin de protein olarak tespit edilmesi dolayisiyla arada bir dengelenme olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu asamadan sonra peptidaz ve protein egrileri benzer profil
sergilemigtir. Daha onceki fermantasyonlarda da agiklandigi gibi maksimum OD
degerine ulasildiktan sonra hiicre i¢i proteinlerin agiga c¢ikmasi nedeniyle, protein
miktarinda belirgin artig gozlenmistir.
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Sekil 4.27. K1 susunun peptidaz aktivitesi agisindan tespit edilen optimum
kosullarda (33.4 °C, pH6.62, inokulasyon oram1 %2.3) OD, peptidaz
aktivitesi, protein miktar1 ve glukoz miktar1 degisimi

Cizelge 4.14°de tespit edilen optimum kosullarda iiretilmis olan enzim igin
spesifik aktivite degeri ve tiikketilen mg glukoz basina iiretilen peptidaz miktari tinite/ml
olarak verilmistir. Cizelgedeki spesifik aktivite degerlerine bakildiginda, bu degerin
baslangigta siirekli artip 6. saatte en yiiksek degerine ulastiktan sonra azaldigi
gorilmektedir. Bu durum, 6. saate kadar protein miktarindaki artisin biiylik oranla
tiretilen peptidazdan kaynaklandigini, ancak daha sonra baska proteinlerin de iiretilmeye
baslandigininin gostergesidir. Fermantasyonun 6. ve 7. saatlerindeki peptidaz aktivitesi
ve protein degerleri de karsilagtirlldiginda (Sekil 4.27) peptidaz aktivitesindeki ¢ok az
bir artisa karsilik protein miktarinda ani bir yiikselis oldugu goriilmektedir. Bacillus
tiirlerinin farkli bir¢ok enzimi sentezledigi bilinmektedir. Dolayisiyla bu asamada,
protein miktarindaki artisin salgilanan diger enzimlerden kaynaklanmasi da kuvvetle
muhtemeldir. Spesifik aktivite degerindeki azalmanin maksimum OD’ye ulagma siiresi
olan 7. saatten sonra olmasinin temel nedeninin, hiicre par¢alanmasinin baslamasiyla
birlikte hiicre i¢i proteinlerin de kiiltiir sivisina karismasi oldugu diistintilmektedir.

Cizelge 4.14’de goriildigl tlizere fermantasyon ilerledikce tiiketilen 1 mg
glukoza kars iiretilen enzim miktar1 artis gostermektedir. Hiicre dis1 peptidaz agisindan
maksimum iirlin verimine (25.09 (linite/ml)/ mg glukoz), bakteri maksimum OD’de iken
ulasilmigtir. Birim OD basina diisen enzim miktar1 da fermantasyon ilerledikce
artmakta, OD’nin azalmaya baslamasiyla birlikte peptidaz/OD oraninda ciddi bir artis
gozlenmektedir.
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Cizelge 4.14. K1 susu ile optimum kosullarda iiretilen enzim i¢in spesifik aktivite degeri
ve tiikketilen glukoza karsi tiretilen enzim miktari

Zaman Spesifik aktivite Peptidaz (iinite/ml) / Peptidaz (iinite/ml) /
(sa) (iinite/mg) tiiketilen glukoz (mg) OD
1 0.00 0.00 0.00
2 0.00 0.00 0.00
3 115.16 2.43 0.75
4 464.36 12.06 2.15
5 994.21 17.45 3.66
6 1209.84 22.12 4.87
7 504.77 25.09 5.74
8 478.75 32.26 13.52
9 519.56 34.76 36.63
10 478.32 31.38 37.57

Mevcut kosullar dikkate alindiginda, bu g¢alismada, ulasilabilen maksimum
peptidaz aktivitesi degeri 49.172 iinite/ml’dir. Literatiir 6zeti kisminda verilen, Bacillus
peptidazlan ile ilgili olarak yapilmis bazi ¢alismalar iceren Ozet ¢izelgedeki (Bkz.
Cizelge 2.5) aktivite degerleri ile karsilastirma yapildiginda cok kisa stireli bir
fermantasyon yapilabilmis olmasina ragmen iyi bir aktivite elde edildigi goriillmektedir.
Soyle ki bu galismada 1 {inite peptidaz aktivitesi, analiz kosullarinda 1 dakikada
1 mg ml™” tirozin aciga cikaran enzim miktar1 olarak tamimlanmistir. Cizelge 2.5°te
farkli calismalar igin farkli aktivite tanimlari verilmistir. Bu nedenle net bir
karsilagtirma saglamak i¢in farkli aktivite tanimlarina gore hesaplanmis degerler
Cizelge 4.15°de verilmistir. Literatiirdeki c¢alismalarin ¢ogunda 1 {inite peptidaz
aktivitesi, analiz kosullarinda 1 dakikada 1 pg ml™ tirozin aciga ¢ikaran enzim miktar
olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda elde edilen aktivite degeri de bu
sekilde ifade edildiginde yaklasik 1000 katlik bir artisla 45607 {inite/ml olacaktir.
Cizelge 2.5’te tanim olarak pg ml™ tirozini kullanan ¢alismalar arasindaki en yiiksek
aktivite degeri, Rao vd’nin (2007) Bacillus circulans ile yaptiklar1 ¢alismada ulastiklar
8320 iinite/ml’dir. Yani, bu calismaya gore yaklasik 5.5 kat fazla aktivite degeri elde
edilmistir. Ustelik Rao vd (2007) 8320 iinite/ml degerine 24 saatlik fermantasyon
sonucunda ulasmisken, bu tez calismasindaki fermantasyon siiresi 7 saattir. Aktivite
tanim1 olarak 1 dakikada 1 pmol tirozin agiga ¢ikaran enzim miktarini kullanan
caligmalarla kiyaslandiginda bu tez calismasindaki deger (0.272), diisiik kalmaktadir.
Nitekim Jaswal vd (2008) s6z konusu tanim iizerinden aktivite degerini 808.68 {inite/ml
olarak tespit etmislerdir. Ancak fermantasyon siiresi acgisindan bakildiginda, 101 saat
gibi uzun bir siire s6z konusudur.

Cizelge 4.15. K1 susu ile optimum kosullarda {iretilmis olan enzimin farkli iinite
tanimlarina gore hesaplanmig aktivite degerleri

1 iinite peptidaz aktivitesi tanimi K1 susu aktivite degerleri
1 dakikada 1 mg ml™ tirozin agi3a ¢ikaran enzim miktar 49.172
1 dakikada 1 pg ml™ tirozin agiga ¢ikaran enzim miktart 45607.222
1 dakikada 1 pmol tirozin agiga ¢ikaran enzim miktari 0272
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4.5. K1 Susu ile Uretilen Peptidazin Saflastiriimasi

4.5.1. Ham enzim c¢ozeltisinin en iyi aktivite gosterdigi pH degeri

Saflastirma islemi, K1 susunun gelistirilmesiyle optimum kosullarda (33.4 °C,
pH 6.62, inokulum orani1 %2.3) elde edilmis olan ham enzim ¢ozeltisine uygulanmistir.
Ancak saflastirma oncesinde 6n bilgi olmasi agisindan ham enzim ¢ozeltisinin en iyi
aktivite gosterdigi pH degeri belirlenmistir. Sekil 4.28’de ham enzim ¢o6zeltisinin farkl
pH degerlerindeki aktivite degisimi verilmistir. Enzimin en yiiksek aktiviteyi pH 7.5’da
gosterdigi, alkali kosullarda aktivitenin biiyilkk oranda azaldigi anlasilmaktadir. Bu
durumda ham enzim ¢6zeltisinin baskin olarak nétr karakterli peptidazi igerdiginden sz
edilebilir. Diisiik pH’l1 tamponlarda, peptidaz aktivitesi analizinde substrat olarak
kullanilan kazein c¢oziinmeyip c¢okelti olusturdugu i¢in aktivite degerleri tespit
edilememistir.
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Sekil 4.28. K1 susu ile elde edilen ham enzim ¢ozeltisinin substrat olarak kazein
kullanildig1r zaman farkli pH’larda tespit edilen peptidaz aktivitesi
degerleri

Diisiik pH’larda da aktivite degerinin nasil degistigini belirlemek i¢in substrat
olarak kazein yerine asidik ortamda da ¢dziinebilen hemoglobin kullanilarak analiz
tekrarlanmigtir.  Sekil 4.29’da  hemoglobin kullanilarak yapilan analiz sonuglar
verilmistir. Sonugclar, asidik kosullarda da aktivitenin azaldigini, en yiiksek aktivitenin
notr kosullarda elde edildigini gostermektedir. Ancak sekilden de goriildiigii gibi kazein
ile elde edilen aktivite degerlerine gore aktivite degerleri neredeyse yar1 yariya
azalmistir. Bu durum da enzimin substrat spesifikliginden kaynaklanmaktadir. pH 6’dan
daha asidik kosullarda aktivitenin tamamen kaybolmamasi nedeniyle ham enzim
cozeltisi i¢cinde az da olsa aspartik peptidaz bulunabilecegi de diistiniilmektedir. Ancak
aktivite ¢ok diisiik oldugundan can egrisi seklindeki pik tam olarak gozlenememis
olabilir.
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Sekil 4.29. K1 susu ile elde edilen ham enzim ¢o6zeltisinin substrat olarak
hemoglobin kullanildig1 zaman farkli pH’larda tespit edilen peptidaz
aktivitesi degerleri

4.5.2. Ham enzim ¢o6zeltisinin konsantre edilmesi

Ham enzim ¢o6zeltisini konsantre etmek i¢in Oncelikle amonyum siilfatla
coktiirme islemi uygulanmistir. Aktivite 6l¢iimleri hem pellet hem de supernatantlarda
uygulanmis, supernatantlarda hi¢ aktivite tespit edilememistir. Dolayisiyla peptidazin
tamami1 %80 doygunluktaki amonyum siilfat ile c¢oktiirilebilmistir. Pelletler 2 ml
potasyum fosfat (pH 7.5 ) ile kanistirildiktan sonra amonyum stilfati uzaklastirmak igin
Akta Prime protein saflastirma cihazi kullanilarak HiTrap desalting kolondan gegirilmis
ve sonucta 5.4 ml fraksiyon toplanmistir. Toplam 5.4 ml olan ¢ozeltilerin peptidaz
aktivitesi degerleri Cizelge 4.16’da verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi farkli
sicakliklarda ¢oktiirme iglemi aktivite degerini degistirmemistir. Ancak konsantre etmek
amaglanirken, aktivite degeri ham enzim ¢dozeltisindekinin neredeyse yarisina
diigmiistiir. Aslinda aktivitedeki azalmanin nedeni amonyum siilfatin uzaklastirilmasi
sirasindaki  seyrelmeden kaynaklanmaktadir. Seyreltme faktorleri g6z Oniinde
bulunduruldugunda baslangigtaki 2 ml’lik ¢6zeltinin aktivite degeri yaklasik 96 iinite/ml
olmakta ve ham enzim ¢ozeltisine gore yaklasik 3 katlik konsantrasyon saglanmig
olmaktadir. Ancak saflagtirma sirasinda, yani bir sonraki asamada, kolona seyreltik
haldeki c¢ozelti yiiklenecegi icin baslangic aktivite diizeyi diisiik kalacagindan
konsantrasyon yontemi olarak amonyum siilfatla ¢oktiirme tercih edilmemistir.

Cizelge 4.16. Amonyum siilfatla yapilan ¢oktiirme sonrasi aktivite degerleri

Coktiirme sicakhigi (°C) Aktivite degeri (iinite/ml)
4 19.962 + 1.425
20 19.933 £ 1.411

*Ham enzim ¢0zeltisinin aktivite degeri 32.433 {inite/ml’dir
Ikinci yontem olarak, ham enzim ¢dzeltisi 10 kDa ayirma smirh ultrafiltrasyon

tiipleri ile konsantre edilmistir. Bu yontem ile yapilan denemede konsantrasyon islemi
ile aktivite degeri 36.62+0.31 iinite/ml’den 124.9140.63 {inite/ml’ye yiikseltilmistir.
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Ayrica filtre altina gegen sivida da peptidaz aktivitesi (19.26+0.51 iinite/ml) oldugu
belirlenmistir. Hacim bazinda 10 katlik bir konsantrasyon islemi yapilmasina ragmen
aktivite degeri 10 kat artmamustir. Ancak yine de aktivite degerinde hatir1 sayilir
(yaklasik 3.5 kat) bir artis saglandigindan ve bu deger amonyum siilfatla ¢oktiirme ile
yapilan konsantrasyonda elde edilen degere gore ¢ok yiiksek oldugundan, saflagtirma
islemi Oncesinde ultrafiltrasyon tiipii ile konsantrasyon yapilmasina karar verilmistir.
Sekil 4.30°da 20 katlik konsantrasyon islemi Oncesi ve sonrasindaki ultrafiltrasyon
tiipleri gosterilmistir.

Sekil 4.30. Ham enzim c¢o6zeltisinin konsantrasyon islemi Oncesi ve sonrasinda
ultrafiltrasyon tiipleri

Ham enzim ¢ozeltisinde hangi tip peptidazlarin oldugunu belirlemek i¢in enzim
cozeltisi iki farkli konsantrasyondaki peptidaz inhibitorleri [E-64 (10 ve 20 uM), PEP-A
(10 ve 20 uM), O-FEN (1 ve 2 mM), PMSF (1 ve 2 mM)] ile kanstirtlip oda
sicakliginda 30 dakika beklendikten sonra aktivite degerleri ol¢iilmiistiir. Farkli tipte
peptidazlar igerip icermediklerini test etmek i¢in ayni uygulama ultrafiltrasyon tiipiiniin
iistinde kalan ve altina gecen sivilara da uygulanmistir. Aktivite degisimleri
Sekil 4.31°de verilmistir. Grafikte her bir inhibitor icin ilk siitun diisiik, 2. siitun ise
yiiksek inhibitor konsantrasyonuna ait aktivite degerleridir. Grafige gore her ii¢ siv1 i¢in
de aktivite, inhibitdor olarak O-FEN kullanildigi zaman azalmaktadir. Inhibitor
konsantrasyonu arttikca da azalma daha fazla olmaktadir. Dolayisiyla denenen inhibitor
konsantrasyonlarina goére ham enzim ¢ozeltisindeki baskin peptidaz metalopeptidaz
olmaktadir. Filtrede kalan ve gecen sivilarda da durum benzer sekilde gerceklesmis,
O-FEN varliginda aktivitedeki azalma daha fazla olmustur. Sekilde diisiik
konsantrasyonda PMSF varliginda 6lgiilen aktivite degerleri de gosterilmistr. Her ii¢
sivi i¢in de PMSF varliginda da bir miktar aktivite azalmas1 gézlenmektedir. PMSF
varliginda aktivitedeki azalma % olarak hesaplandiginda; ham enzim ¢ozeltisi, filtre tist
ve alt stvis1 i¢in sirastyla, yaklasik %11.5, %13.8 ve %20.2°dir. Bu durumda filtre altina
gecen sividaki serin peptidazi miktarmin digerlerine gore nispeten daha fazla
oldugundan soz edilebilir.
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Sekil 4.31. Peptidaz inhibitorleri varliginda K1 susunun ham enzim c¢ozeltisi ile
ultrafiltrasyon tiipii iist ve alt stvisinda aktivite degerilerinin degisimi

Daha o6nce ham enzim c¢ozeltisinin en iyi aktivite gosterdigi pH degeri
aciklanirken (Bkz. Sekil 4.29) diisiik pH derecelerinde aktivite devam ettigi i¢in ham
enzim ¢Ozeltisinin aspartik peptidaz da igerebileceginin diistintildiigii soylenmisti.
Sekil 4.31 bu agidan incelendiginde aspartik peptidaz inhibitorii olan PEP-A varliginda
aktivitenin azalmasi beklenebilir. Ancak inhibitdr etkisi belirlenirken, peptidaz
aktivitesinin pH 7.5’da 6l¢iildiigii goz oniinde bulundurulmalidir. Aspartik peptidaz i¢in
optimum pH’nin yaklasik 5.5 oldugu (Fu vd 2008) dikkate alinirsa, zaten ¢ok diisiik
olan aktivitenin pH 7.5’da tespit edilmesinin de miimkiin olmayacagi diistiniilmektedir.

4.5.3. Konsantre enzim cozeltisinin afinite kromatografisi ile saflastirilmasi

4.5.3.1. Konsantre enzim c¢ozeltisinin afinite kromatografisinde kullanilan
baglayici tampon c¢ozeltiye adaptasyonu

Asil saflagtirma isleminden Once, konsantre ham enzim ¢ozeltisi HiTrap
desalting kolondan gegirilerek tampon ¢ozeltinin degistirilmesi, diger bir deyisle enzim
cozeltisinin afinite kromatografisi sirasinda kullanilacak olan baglayict tampona
(100 mM MOPS, pH 7) adapte edilmesi saglanmistir. Bunun i¢in kolon 6nce baglayici
tampon c¢ozelti ile sartlandirilmis, ardindan 1.5 ml konsantre ham enzim c¢ozeltisi
yliklenmis ve kolondan yine ayni tampon ¢ozelti gecirilmistir. Bu islem sirasinda
bilgisayar ekraninda izlenen UV ve iletkenlik degerlerine ait goriinti Ek 7°de
verilmistir. Bunun yam sira, UV ve iletkenlik grafikleri ile toplanan fraksiyonlara ait
peptidaz aktivitesi degerlerine ait grafigi ayni1 anda gosterebilmek i¢cin Akta Prime
cihaz1 yazilim programi aracilifiyla UV ve iletkenlik verileri alinmis ve Sekil 4.32deki
grafik cizilmistir.

HiTrap desalting kolondan ornek gecisi sirasinda toplam 15 fraksiyon
toplanmustir. Fraksiyonlarin hangi zamanlarda toplandigi Sekil 4.32°deki peptidaz
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aktivitesi egrisinden goriilebilmektedir. Esases UV piki, fraksiyonlarin hangi ana kadar
toplanacagi konusunda da ipucu vermektedir. UV pikinin, yani absorbans (280 nm)
degerlerinin sifirdan farkli olmasi1 6rnekte protein oldugunun gostergesidir. Dolayisiyla
12. fraksiyondan sonra aslinda ornekte protein bulunmadigr sdylenebilir. Ancak
maksimum absorbans verdikleri dalga boylar1 ¢ok az farklilik gostermekle birlikte
aromatik aminoasitleri (triptofan, tirozin ve fenilalanin) iceren proteinlerin genellikle
280 nm’de tayin edilebildigi bilinmektedir (Cutler 2003). Bu durumda eger enzim
¢ozeltisi ya da fraksiyonu, aromatik amino asitleri (6zellikle de triptofan ve tirozin)
igermiyorsa enzim aktivitesi s6z konusu oldugu halde 280 nm’de UV piki sifir olarak
goriinebilir. Bu nedenle ilk etap i¢in islem siiresince tiim fraksiyonlarda aktivite 6l¢limii
yapilmistir. Ancak sekilden de gorildiigli tlizere bu fraksiyonlarda aktivite tespit
edilmemistir.
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Sekil 4.32. K1 susuna ait konsantre ham enzim ¢ozeltisi HiTrap desalting kolondan
gecerken absorbans, iletkenlik ve peptidaz aktivitesi degisimi

HiTrap desalting kolon jel filtrasyon sistemiyle ¢alismakta, molekiil
bliyiikliigline gore bir ayrim saglamaktadir. Biiylik molekiiller kolonu ilk basta terk
ederken, kiiclik olan molekiiller daha gec¢ terk etmektedir (Hagel 2011). Sekil 4.32 bu
acidan incelendiginde peptidazin kolondan ilk fraksiyonlarla birlikte ayrildig
goriilmektedir. Bu islem ile 0rnegi baglayici tampona adapte etmek amaglansa da
aslinda kismi bir saflagtirma da saglanmistir. Cilinkli peptidaz aktivitesinin olmadigi
noktalarda (yaklagik 1. dakikadan sonra) sistemde hala absorbans oldugu, hatta
absorbansin daha da yiikseldigi sekilden goriilmektedir. Dolayisiyla konsantre ham
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enzim ¢ozeltisindeki peptidazin, bu islem ile daha kii¢iik molekiillii protein ya da
peptidlerden ayrildigini sdylemek miimkiindiir.

Ham enzim ¢dzeltisine uygulanan 6n islemler sirasindaki aktivite degerleri ile
konsantre ham enzim c¢ozeltisi kolondan (Hitrap desalting) gecerken toplanan
fraksiyonlarin aktivite degerleri Cizelge 4.17°de verilmistir. Enzimin 0.45 pm filtreden
(PES) gecerken aktivitesinde degisim olmadigi sdylenebilir. Konsantre edildiginde ise
daha once aciklandigi gibi hacimsel olarak 10 katlik konsantrasyon islemi aktivite
degerini ayn1 oranda artiramamistir. Tampon degisimi sirasinda en yiiksek peptidaz
aktivitesini 2. ve 3. fraksiyonlar gostermekte, daha sonraki fraksiyonlarin aktivitesinde
belirgin bir diisiis gozlenmektedir. Toplanan fraksiyonlardan en son 6. fraksiyonda
aktivite tespit edilmistir. Dolayisiyla asil saflastirma islemi i¢in HiTrap Blue kolona, bu
6 fraksiyonun birlestirilerek yiiklenmesine karar verilmistir. Aslinda 6. fraksiyonun
aktivite degeri oldukc¢a diisliktiir. Bu nedenle birlestirilen ¢ozeltide bir miktar
seyrelmeye neden olmaktadir. Ancak aktivite gosteren tiim fraksiyonlar1 toplamak adina
ilk 6 fraksiyon birlestirilmistir.

Cizelge 4.17. Ham enzim ¢ozeltisinin asil saflagtirma oncesi hazirlik asamalarinda
aktivite degerleri

Hazirhk asamalart Peptidaz aktivitesi

(iinite/ml)
Ham enzim ¢ozeltisi 35.122 £ 0.157
Filtre edilmis (0.45um) ham enzim ¢ozeltisi 34.289 +0.864
10 kat konsantre edilen ham enzim ¢ozeltisi 201.833 £ 2.161
Tampon degisimi sirasinda toplanan
fraksiyonlar:
1. fraksiyon 3.400 + 0.079
2. fraksiyon 140.861 +2.357
3. fraksiyon 108.778 = 2.946
4. fraksiyon 11.344+0.314
5. fraksiyon 1.225 £0.000
6. fraksiyon 0.100 = 0.020

Bundan sonra tampon ¢ozelti degisimi yapilirken tiim fraksiyonlarin aktivite
degeri tek tek dlglilmemis, ilk 6 fraksiyon dogrudan birlestirilip, birlestirilen ¢ézeltinin
aktivite 6l¢timii yapilarak asil saflagtirma kolonuna yilikleme yapilmastir.

4.5.3.2. Afinite kromatografisi ile (HiTap Blue kolon) enzimin kismi olarak
saflastirilmasi

Onceki asamada anlatildig1 gibi tampon ¢ozeltisi degisimi sirasinda toplanan ilk
6 fraksiyon birlestirilmis ve HiTrap Blue kolona toplam 5 ml o6rnek yiiklenmistir.
Yiikleme oOncesi kolonun sartlandirilmasi ve Ornek yiiklendikten sonra kolonun
yikanmasi islemi pH’st 7 olan 100 mM MOPS tamponu ile yapilmistir. Saflagtirma
amacl ilk yapilan deneme sirasinda, degisimi izlenen parametrelere ve peptidaz
aktivitesine ait grafik Sekil 4.33’de, dogrudan cihazdan elde edilen goriintii ise Ek 8’de
verilmistir. Sekil 4.33 incelendiginde UV pikinin yani absorbans grafiginin 6rnegin
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kolondan gecisi esnasinda ve kolona baglanmayan maddelerin uzaklastirilmasi igin
yapilan yikama isleminin basinda yiiksek oldugu, yaklasik 8-9. dakikada sifir degerine
distiigii goriilmektedir. Ancak eliisyon basladiktan c¢ok kisa bir siire sonra 16-18.
fraksiyonlar arasinda absorbans yeniden yiikselmistir. Bu durum, kolona baglanmig
halde protein molekiilii oldugunu ve eliisyon tamponu (100 mM MOPS, 1 M NaCl,
pH 7) ile birlikte bu maddenin kolondan ayrilmasinin saglandigini gostermektedir.
Eliisyon tamponunda baglayic1 tampondan farkli olarak 1 M NaCl bulunmaktadir.
Protein molekiiliiniin kolondan ayrilmasi tuza bagl olarak gergeklesmistir. Kolonun
yikanma isleminin bitmesinin hemen ardindan eliisyon tamponunun konsantrasyonu
%100’e cikarildiktan sonra eliisyon islemine baslanmistir. Yani tuz konsantrasyonu
asamali olarak degil, dogrudan 1 M’a ¢ikarilmistir. Lauer vd (2000) bu tez
calismasindaki ile ayn1 kolon ve tampon ¢ozeltiyi kullandiklar1 bir calismada peptidaz
ve amilaz1 ayirirken eliisyon tamponunu lineer gradient (dogrusal degisim derecesi)
olarak kolondan gecirmis ve peptidaz pikini yaklagik 150 mM tuz konsantrasyonuna
ulastiklarinda elde etmislerdir. Bu ¢alisma g6z Oniinde bulundurularak lineer gradient
uygulanip eliisyon tamponundaki tuz orami asamali olarak artirilarak saflagtirma
denemesi yapilmistir. Tuz konsantrasyonu yaklagik 300-400 mM arasinda iken
birbirinden tam olarak ayrilamamis (bitisik) li¢ pik elde edilmistir. Fraksiyonlar bu ii¢
pike gore toplanmaya calisilmis ve her Tlgilinlin de peptidaz aktivitesi oldugu
saptanmistir. Dolayisiyla tuz konsantrasyonunun asamali olarak artirilmasinin peptidaz
pikinin par¢alanmasina neden oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle tuz konsantrasyonu
icin lineer gradient uygulamamaya karar verilmistir. Lineer gradient uygulansa bile
aktivite gosteren fraksiyonlar toplanip birlestirilecegi i¢in (6zellikle miktarlarinin ¢ok az
olmasi nedeniyle) lineer olmayan yani step gradient (basamakli degisim derecesi) ile
ayni sonuca ulasilmis olacaktir.
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Sekil 4.33. Saflastirma sirasinda bazi parametrelerin degisimi ve peptidaz agisindan
aktif fraksiyonlar
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Saflagtirma islemi boyunca toplam 26 fraksiyon toplanmis ve her birinde
peptidaz aktivitesi Olgiimii gergeklestirilmistir. Sekil 4.33’den gorildigi gibi
absorbansin  yiiksek oldugu fraksiyonlar peptidaz aktivitesi gostermektedir.
Cizelge 4.18’de ham ve konsantre enzim ¢ozeltilerinin peptidaz aktivitesi ve spesifik
aktivite degerleri ile saflastirmada toplanan peptidazca aktif fraksiyonlarin aktivite ve
spesifik aktivite degerleri verilmistir.

Cizelge 4.18 incelendiginde enzimin ¢ok oOnemli bir kisminin kolona hig
baglanmayip dogrudan gectigi, enjeksiyon sirasinda muhtemelen yeterli akis
saglanamamasi nedeniyle kolonda kalan enzim molekiillerinin de yikama asamasi baslar
baslamaz kolonu terk ederek ayrildigi anlasilmaktadir. Ellisyon sirasinda toplanan
fraksiyonlarin aktivite degerleri, enzimin ¢ok az bir kisminin kolona baglanabildigini
gostermektedir. Eliisyon sirasinda toplanan peptidazca aktif fraksiyonlarda protein
miktarinin tespit edilemeyecek kadar diisiik olmasi (6zellikle de 16. fraksiyon igin)
aslinda iyi bir saflastirmaya isaret etmektedir. Clink{i protein miktar1 ne kadar diistik
olursa peptidazin toplam protein icindeki payr artacagindan, saflik derecesi de
artacaktir. Ancak kolon hacminin kiigiik olmasi nedeniyle ancak kii¢iik hacimlerde
calisilabilmis, buna bagli olarak da tespit edilebilir oranda protein miktar1 elde
edilememistir. Bu nedenle de kolona baglanan peptidazin tam olarak ne kadar saflastigi
belirlenememistir.

Cizelge 4.18. Saflastirma kolonundan toplanan fraksiyonlarin aktivite degerleri

. Peptidaz aktivitesi Spesifik
Fraksiyonlar . aktivite
(iinite/ml) ..
(iinite/mg)
Ham enzim ¢ozeltisi 25.289 £0.236 842.967
Ultraﬁltrasyon.tupu iist s1visi 158.083 + 0.012 760.014
(konsantre enzim)
2 6.892 +0.079 861.500
Kolona 6rnek enjeksiyonu 3 15.211 £0.059 1521.100
sirasinda toplanan fraksiyonlar 4 24.336 + 0.000 1622.400
5 26.114 +£0.275 1450.778
Kolonun baglayici tamponla 6 18.642+0.079 932.100
yikanmasi sirasinda toplanan 7 2.989 + 0.059 498.167
fraksiyonlar 8 0.753 + 0.039 *
Eliisyon sirasinda toplanan 16 0.183 & 0.020
fraksivonlar 17 11.725 +0.118
Y 18 5.531 % 0.000

Cizelgede sadece aktivite gdzlenen fraksiyonlara yer verilmistir.
*Protein miktar1 ¢ok diigiikk oldugundan tespit edilememis, buna bagl olarak spesifik aktivite degeri de
hesaplanamamustir.

106



Saflagtirma  sirasinda  toplanan  fraksiyonlarin SDS-PAGE  goriintiileri
Sekil 4.34a’da verilmigtir. Protein markirindan sonraki ilk iki kuyucuga sirasiyla ham
(HE) ve konsantre enzim (KE) cozeltileri sonraki kuyucuklara da saflagtirma sirasinda
toplanan tiim fraksiyonlar sirasiyla yliklenmistir. Jel {izerindeki numaralar fraksiyon
numarasin gostermektedir. Jel goriintiisii incelendiginde 40 kDa sinirinin biraz altinda
(yaklasik 36-37 kDa civarinda) ham enzim ¢ozeltisinden baslamak iizere fraksiyonlar
ilerledikce devam eden bantlar goriilmektedir. Bantlar ozellikle 2-6. fraksiyonlar
arasinda daha belirginken, 7 ve 8. fraksiyonlarda bantlarin yogunluklar1 azalmistir.
Bantlar, Cizelge 4.18°deki aktivite degerleri ile karsilastirildiginda bant yogunlugu ile
aktivite degerleri arasinda korelasyon oldugu goriilmektedir. Bu durumda 36 kDa
civarindaki bantlar kuvvetle muhtemel peptidaza aittir. Peptidaz bantlar1 tespit
edilmesine ragmen yine de tam bir saflastirma saglanamamistir. Nitekim sekilde farkl
molekiiler agirlik sinirlarinda da bantlar oldugu goriilebilmektedir. Aktivitenin tespit
edilmedigi fraksiyonlar icin SDS-PAGE’de de herhangi bir bant gozlenememistir.
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Sekil 4.34. Saflastirma sirasinda toplanan fraksiyonlarin SDS-PAGE goriintiileri
(HE: Ham enzim c¢ozeltisi; KE:Konsantre enzim ¢ozeltisi; 1-18:
Saflastirma sirsinda toplanan farkli fraksiyonlar)
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Eliisyon sirasinda toplanan fraksiyonlar i¢in 36 kDa civarinda bant tespit
edilememistir. Ama 17 ve 18. fraksiyonlar i¢in 100 kDa simirinda bant oldugu
Sekil 4.34a’da goriilebilmektedir. Bu durumda ham enzim ¢6zeltisinin kolona baglanan
ve baglanmayan, farkl tipte peptidaz igerdigi diisiiniilebilir. Bu durumu kontrol etmek
i¢in eliisyonda toplanan fraksiyonlar i¢in SDS-PAGE yeniden yapilmistir. Ik yapilan
SDS-PAGE’de eliisyonda toplanan fraksiyonlar, yliksek konsantrasyonda tuz igerdigi
i¢in tuz armdirma isleminden (desalting) sonra jellere yiiklenmistir. ikinci yapilan SDS-
PAGE denemesinde ise fraksiyonlar tuz arindirma islemi yapilmadan jele yiiklenmistir.
Tuz arindirma islemi yapilmadan jele yiikleme yapildiginda 17 ve 18. fraksiyonlar da
36 kDa sinirinda bant vermistir (Sekil 4.34b). Bu durumun muhtemel nedeninin tuz
arindirma islemi sirasinda gergeklesen seyrelme oldugu diisiintilmektedir. Tuz arindirma
islemi de tampon ¢ozelti degisiminde oldugu gibi HiTrap desalting kolon ile yapilmis,
kolondan toplanan fraksiyonlarin aktiviteleri Sl¢iilmiistiir. Ilk 5 fraksiyonun aktivite
gostermesi nedeniyle, bu 5 fraksiyon birlestirilmis ve SDS-PAGE yapilmistir.
Dolayisiyla kolona 1.5 ml olarak yiiklenen 6rnek 5.4 ml (ilk fraksiyon 1.4 ml olarak
toplaniyor) olarak toplanmis ve 3.6 katlik bir seyrelme gerceklesmistir. Aslinda
ornekteki fazla tuz SDS’e baglanacak protein miktarin1 degistireceginden, standart
protein (markir) ile asil 6rnek arasinda SDS’e baglanma agisindan farklilik olur ve
molekiiler agirlik yanlis  belirlenebilir. Fakat 0.8 M’a kadar olan NaCl
konsantrasyonunun SDS-PAGE’de sorun yaratmadigi da belirlenmistir (See vd 1985).
Sekil 4.34’de gorildiigli gibi 1 M tuz varliginda dahi bantlar, tuz arindirma islemi
uygulanmis olan Ornekle ayni yerde bant vermis, molekiiler agirlik agisindan bir
farklilik olusmamustir.

Peptidaz aktivitesinin tespitinde kullanilan zimogram jelinin goriintlisii
Sekil 4.35°de verilmistir. Sekil incelendiginde 17. ve 18. fraksiyonlar i¢in hem 36 kDa
hem de 100 kDa simirinda bant olmadigi goriilmektedir. Hatta jelin sag tarafinin
neredeyse tamamen karanlik olmasi kazeinin pargalanmadigini, bu bolgede peptidaz
aktivitesine bagli hi¢ hidroliz gerceklesmedigini gostermektedir. Ancak bu
fraksiyonlarin (17 ve 18) aktivite gosterdigi bilinmektedir (Bkz. Cizelge 4.18). SDS-
PAGE goriintiisiine gore peptidaz oldugu diisiiniilen, 36 kDa siirindaki protein
bantlarinin Sekil 4.35°de de beyaz bant vererek, peptidaz aktivitesi gosterdigi tespit
edilmistir. Bant yogunluklar1 yine aktivite degerleri ile orantilidir. Konsantre enzim
cozeltisi ham enzim ¢ozeltisine gore oldukga biliylik bir aktivite bandi vermistir.
Unite/ml cinsinden aktivite degerinin en yiiksek oldugu 4, 5 ve 6. fraksiyonlarda
bantlarin da yogunluklar1 daha fazladir. Zimogram jelinde 36 kDa sinirinin biraz daha
altinda da (yaklastk 15 kDa) aktivite bandi gozlenmesi nedeniyle ham enzim
cozeltisinin farkli peptidazlari ya da izomerlerini igerebilecegi diisiiniilmiistiir.

Jel gorintiileri ile ilgili dikkat ¢eken bir konu da konsantre enzim ¢dzeltisinin
SDS-PAGE’de 36 kDa simirinda bant vermedigi halde, zimogram jelinde ayni bolgede
aktivite degeri ile de orantili olarak olduk¢a yogun bir bant vermesidir. Bu durum ile
ilgili herhangi bir sorun olup olmadigini test etmek i¢in HiTrap blue kolon ile yapilan
saflastirma denemesiyle elde edilen 6n bilgiler 15181inda yeniden saflagtirma yapilmastir.
Saflastirma yapilirken daha Once aktivite gosterdigi tespit edilen bazi fraksiyonlar
birlestirildikten sonra bunlarin aktivitesi Olgiilmiistiir. Bu islem sirasinda farkl
fraksiyonlar icin tespit edilen peptidaz aktivitesi ve spesifik aktivite degerleri
Cizelge 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.35. Saflastirma sirasinda toplanan fraksiyonlarin zimogram goriintiileri
(HE: Ham enzim ¢ozeltisi; KE:Konsantre enzim ¢dozeltisi; 2-18:
Saflastirma sirsinda toplanan farkli fraksiyonlar)

Cizelge 4.19°da goriildiigii gibi 3-8 arasindaki fraksiyonlar aktivite a¢isindan en
iyi olanlardir. Ancak 6-8 arasindaki fraksiyonlarin spesifik aktivitesinin daha yiiksek
olmasi saflastirmanin da bu fraksiyonlar i¢in daha iyi olduguna isaret etmektedir.
Eliisyon sirasinda elde edilen 17-18. fraksiyonlarin da aktiviteleri iyi diizeydedir. Fakat
protein miktar1 yine tespit edilememistir.

Cizelge 4.19. Saflastirma kolonundan toplanarak birlestirilen fraksiyonlarin aktivite

degerleri
. Peptidaz aktivitesi  Spesifik aktivite
Fraksiyonlar (iinite/ml) (iinite/mg)
Ham enzim ¢dzeltisi 46.963 + 0.655 582.556
Ultraﬁltrasyon‘tupu st s1vis1 248,083 + 15321 1717297
(konsantre enzim)
Tampon c¢ozelti deisimi  sirasinda
birlestirilen fraksiyonlar (1-6) 60789+ 0.157 682.431
Kolona 6rnek enjeksiyonu 1-2 - -
sirasinda toplanan fraksiyonlar 3-4-5 23.767 £0.570 488.099
Kolonun baglayici tamponla 6-7-8 25.378 + 0.923 649.431
yikanmasi sirasinda toplanan *
fraksiyonlar 9-15 1.739 £ 0.020
Ellisyon sirasinda toplanan 16 - -
fraksiyonlar 17-18 19.081 = 0.059 *

*Protein miktar1 ¢ok diisiikk oldugundan tespit edilememis, buna bagli olarak spesifik aktivite degeri de
hesaplanamamustir.
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Birlestirilmis fraksiyonlara ait SDS-PAGE ve zimogram jel goriintiileri
Sekil 4.36°da verilmistir. Sekilden goriildiigli gibi ham enzim ¢o6zeltisinde (B) 36 kDa
smnirinda  gorlilen bant konsantre enzim ¢ozeltisinde (A) kaybolmaktadir. Ancak
konsantre enzim ¢ozeltisi tampon degisimi i¢cin HiTrap desalting kolondan gegirilip
toplanan fraksiyonlar birlestirilince (C) bant yeniden goriilebilmektedir. Ayn1 molekiiler
agirlik sinirinda zimogram jeline bakildiginda her ii¢ ¢ozeltinin de peptidaz agisindan
aktif oldugu goriilmektedir. Konsantre enzim ¢dzeltisinin SDS-PAGE’de bant
vermedigi halde zimogramda bant vermesinin muhtemel nedeni, SDS-PAGE i¢in 6rnek
hazirlarken Orneklere uygulanan isitma islemi sirasinda, protein konsantrasyonunun
fazla olmasina bagl olarak, proteinin konformasyonal yapisinin degiserek proteinin
hasar gormesi olabilir. Zimografi i¢in Ornek hazirlarken 1sitma uygulanmadigindan
proteinde yapisal bir degisim gerceklesmemis ve bant gézlenebilmistir.
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A: Ultrafiltrasyon tlipd ile konsantre edilmis enzim
B: Ham enzim ¢ozeltisi
C: Tampon degisimi sirasinda birlestirilen fraksiyonlar (1-6)

D:1-2
E: 3.5 Enjeksiyon

F: 6-8

G: 9-15 Yikama

H:16

1:17-18

J:19-21

K:22-25
Sekil 4.36. Saflastirma sirasinda birlestirilmis fraksiyonlara ait a) SDS-PAGE ve

b) zimogram goriintiileri

Eltisyon

Sekil 4.36a’da 6-8 fraksiyonlar1 i¢in peptidaz oldugu diisiiniilen 36 kDA
sinirinda bant gézlenememistir. Bu ii¢ fraksiyon jele ayri ayri yiiklendiginde (Bkz.
Sekil 4.34a) her biri icin bant gozlenmektedir. Aktivite degerlerine de bakildiginda
(Bkz. Cizelge 4.18) 6. fraksiyonun en yiiksek aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir.
Dolayisiyla 6-8 fraksiyonlar1 birlestirildiginde muhtemelen seyrelme etkisi nedeniyle
SDS-PAGE’de bant tespit edilememistir. Ancak Sekil 4.36b’de 6-8 fraksiyonlart igin
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ayn1 bolgede aktivite band1 gozlenmektedir. Zaten aktivite agisindan bakildiginda 3-5 ve
6-8 fraksiyonlarinin degerleri birbirine ¢ok yakindir (Bkz. Cizelge 4.19). Ayrica 6-8
fraksiyonunun spesifik aktivitesinin 3-5 fraksiyonuna gore daha yiiksek olmas1 protein
oraninin daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu nedenle de 6-8 fraksiyonu i¢in SDS-
PAGE’de bant gozlenememis olabilir.

Sekil 4.36’da goriildiigli gibi higbir fraksiyonda tek bant elde edilememis, yani
tam bir saflagtirma saglanamamaistir. Zimogram jelinde de farkli molekiiler agirliklarda
bantlar gozlendigi i¢in bu bantlarin farkl tipte peptidaza mi ait oldugu yoksa farkli alt
birimler mi oldugunu belirlemek amaciyla her bir fraksiyona peptidaz inhibitorleri'
ilave edilerek aktivite olciimii tekrar yapilmistir. Inhibitor ilaveli aktivite sonuglari
inhibitorsiiz aktivite sonuglarina gore (Bkz. Cizelge 4.19) bagil olarak hesaplanarak
kalan aktivite cinsinden (%) Cizelge 4.20°de verilmistir. Cizelge incelendiginde O-FEN
varliginda aktivitede c¢ok biiyiikk oranda azalma oldugu, ham enzim c¢ozeltisinden
baslamak iizere saflastirmanin sonuna kadar aktivitesi Olgiilen tiim fraksiyonlarda
baskin peptidazin metalopeptidaz oldugu anlasilmaktadir. Zimogram jelinin (Bkz.
Sekil 4.36b) A, B ve C siralarinda, yaklasik 55, 36 ve 15 kDa civarinda, 3 bant
goriinmektedir. Literatiirde Bacillus tiirleri ile iiretilen metalopeptidazlar i¢in 19 kDa
(Sabirova vd 2010), 28 kDa (Rufo vd 1990), 30 kDa (Matta ve Punj 1998), 36 kDa
(Manni vd 2008), 38 kDa (Lauer vd 2000), 45 kDa (Sousa vd 2007), 134 kDa (Lee vd
2002), 210 ve 215 kDa (D’Costa vd 2013) gibi farkli molekiiler agirliklar tespit
edilmistir. Bacillus thermoproteolyticus tarafindan Tretilen, metalopeptidaz olan
termolisinin molekiil agirligr da 34.6 kDa’dur (Titani vd 1972). Bu tez calismasinda
baskin peptidaz metalopeptidaz olarak tespit edildiginden, zimogram jelinde 36 kDa
sinirindaki bandin metalopeptidaza ait olabilecegi diisiiniilmektedir. PMSF varliginda
da aktivite de azalma oldugundan ham enzim ¢ozeltisinde serin peptidaz varligindan da
bahsetmek miimkiindiir.

Cizelge 4.20. Saflastirma oncesi ve sonrasinda inhibitor ilavesi sonucu K1 susuna ait
kalan peptidaz aktivitesinin % olarak degerleri

PEP-A E-64 O-FEN PMSF
(20 uM) (40 uM) (4 mM) (4 mM)
Ham enzim ¢ozeltisi 86.40 73.19 13.02 63.60
Konsantre enzim ¢ozeltisi 84.72 90.03 22.88 30.42
Tampon degisimi sirasinda
birlestirilen fraksiyonlar (1-6) 100.64 92.23 12.90 7143
Saflagtirma  swrasinda  toplanan
fraksiyonlar:
3-5 98.36 101.17 0.25 89.19
6-8 102.68 91.35 0.78 91.30
9-15 94.40 96.00 0.00 58.46
17-18 94.17 88.35 25.85 47.59

Inhibitérsiiz aktivite degerleri %100 kabul edilerek hesaplama yapilmustir.
Verilen inhibitér konsantrasyonlari, enzim ¢ozeltisi ile kanstirildiktan sonra ulasilan son
konsantrasyondur.

' Enzim ¢zeltisi ile inhibitor karistirtlip oda sicakliginda 30 dak. beklendikten sonra aktivite dlgiilmiistiir.
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Cizelge 4.20 incelendiginde 3-5, 6-8 ve 9-15 fraksiyonlarinda O-FEN varliginda
aktivitenin neredeyse tamamen kayboldugu goriilmektedir. Metalopeptidazin yogun
olmas1t nedeniyle karakterizasyon ¢alismalarinda bu fraksiyonlarin birlestirilerek
kullanilmasina karar verilmistir. Ancak 9-15 fraksiyonunun iinite/ml cinsinden aktivite
degeri ¢ok diisiik oldugundan seyrelmeye neden olmamak ig¢in analizlerde 3-8
fraksiyonlar1 kullanilmistir. Eliisyon sirasinda aktivite gdsteren fraksiyonlar da olmasina
ragmen, bunlar karakterizasyon ¢alismalarinda degerlendirilmemistir. Clinkii bunlar i¢in
hem zimogramda bant tespit edilememis hem de protein miktarlar1 belirlenemediginden
spesifik aktivite degerleri hesaplanamamustir. Spesifik aktivite degeri bilinmedigi icin
de saflik diizeyini belirlemek miimkiin degildir. Bu nedenlerden dolay1 karakterizasyon
caligmalarinda birlestirilen 3-8 fraksiyonlarinin kullanilmasi daha uygun goriilmiistiir.
Ham enzim ¢ozeltisinden 3-8 fraksiyonuna kadar olan asama icin olusturulan
saflastirma tablosu Cizelge 4.21°de verilmistir. Cizelgeden goriildiigii lizere saflastirma
basamaklar ilerledik¢e verim siirekli azalmistir. Saflagtirma katsayisinin diistikligii
(1.53) ¢ok iyi bir saflastirma yapilamadigina isaret etmektedir.

Cizelge 4.21. K1 susunun (Bacillus amyloliquefaciens) iirettigi peptidazin saflastirma
profili

Peptidaz Spesifik Toplam
Hacim aktivitesi Protein aktivite aktivite Verim  Saflastirma
(ml) (Unite/ml)  (mg/ml)  (unite/mg) (Unite) (%) katsayisi

Hamenzim o, 4013 0.15 26510 200657  100.00 1.00
¢Ozeltisi

Konsantre
enzim 500 25125 0.99 25335 125623 62.61 0.96
¢Ozeltisi

Tampon
degisimi
sirasinda
birlestirilen
fraksiyonlar
(1-6)

21.33 49.06 0.13 365.90 1046.59  52.16 1.38

Saflastirma
sirasinda
toplanan 25.06 20.26 0.05 405.14 518.58 25.84 1.53
fraksiyonlar
(3-8)

Sousa vd (2007) daha sonra karakterizasyon asamasinda metalopeptidaz
oldugunu belirledikleri Bacillus cereus peptidazin1 li¢ kromatografik asama ile
saflagtirmis ve son asamada saflastirma verimini %2.16, saflastirma katsayisini ise 57.6
olarak tespit etmislerdir. Saflastirma verimi bu tez ¢aligmasinda elde edilene gore diisiik
olmasina ragmen, oldukca yiiksek oranda saflagtirma saglamiglardir. Manni vd (2008)
ise Bacillus cereus SV1 metalopeptidazinin saflagtirilmast igin ultrafiltrasyonun
ardindan ii¢ kromatografik asama uygulamis ve bu tez calismasindaki ile benzer bir
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verim (%27.74) elde etmislerdir. Ancak 6.09 katlik bir saflastirma orani elde
etmislerdir.

4.6. K1 Susu ile Uretilen Peptidazin Karakterize Edilmesi

Uretilen peptidazda tam bir saflastirma saglanamadif1 icin karakterizasyon
calismalari hem ham enzim c¢ozeltisi hem de afinite kromatografisi sirasinda
toplananarak birlestirilen 3-8 fraksiyonlar1 ile yapilarak karsilagtirma saglanmistir.

4.6.1. Uretilen peptidazin optimum pH degeri ile pH kararhihg

Farkli pH degerlerinde (6.0-13.0)" ham enzim ¢ozeltisi ve 3-8 fraksiyonlar1 igin
Olcililen peptidaz aktivitesi sonuglar1 Sekil 4.37°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde
kismi saflagtirma sonucunda enzim aktivitesinde kayip meydana gelse de ham enzim
coOzeltisi ile kismi olarak saflastirilmis enzim ¢ozeltisinin aktivite agisindan farkli pH
degerleri icin sergiledigi profilin ayni oldugu anlasilmaktadir. Peptidaz ¢ozeltileri en iyi
aktiviteyi pH 7.5’da (ham enzim 50.28 {inite/ml, kismi saf enzim 25.57 iinite/ml)
gostermekte, daha yiiksek ve diisilk pH’larda aktiviteleri azalmaktadir. Daha once de
ifade edildigi gibi bu tez calismasinda elde edilen peptidaz c¢ozeltileri baskin olarak
metalopeptidaz  icermektedir. Nitekim diger peptidazlarla karsilastirildiginda
metalopeptidazlarin aralarinda en kararsiz peptidaz grubu oldugu, pH 6.0’nin altinda ve
pH 9.0’un iizerinde hizla otoliz oldugu bildirilmektedir (Salleh vd 2006). Optimum pH
degerine en yakin deger olan pH 7.0 ve pH 8.0’de ham enzim ¢0zeltisi aktivitesinin,
sirasiyla, %80.9 ve %068.9’unu koruyabilirken; aynt pH degerleri icin kismi
saflastirilmis enzim, aktivitesinin %88.6 ve %73.7’sini korumustur.

60 -
50 -
40 A
30 -

20 -

Peptidaz aktivitesi (linite/ml)

10 A

0 T T
50 55 60 65 70 75 80 85 9.0 9.5 10.010.511.011.512.012.513.0135

pH

—t==Ham enzim ¢ozeltisi == 3-8 fraksiyonu

Sekil 4.37. K1 susu ile {iretilen peptidazin farkli pH degerlerindeki aktivite sonuglari

! Kazeinin ¢ozimiirliiginii kaybetmesi nedeniyle 6.0°dan daha diisik pH degerlerinde aktivite 6lgiimii
yapilamamuistir.
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Genel olarak metalopeptidazlarin nétr karakterli oldugu ve optimum aktiviteyi
pH 7.0-8.0 arasinda gosterdigi bildirilmektedir (Rao vd 1998, Salleh vd 2006). Bacillus
cereus’dan elde ettikleri metalopeptidaz i¢in optimum pH degerini Sousa vd (2007)
pH 7.0, Manni vd (2008) ise pH 8.0 olarak tespit etmislerdir. Matta ve Punj (1998)
Bacillus polymyxa B-17°den elde ettikleri metalopeptidaz i¢in optimum pH degerini 7.5
olarak belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen, baskin olarak metalopeptidaz
igeren, enzim ¢ozeltileri de optimum pH 7.5 degeri ile notr karakterlidir.

Uretilen peptidazin farkli pH degerlerindeki kararliligi kalan aktivite' %’si
olarak Sekil 4.38’de gosterilmistir. Bu sonucglara gore peptidaz 37 °C’de 2 saatlik
inkiibasyon sonunda pH 7.0-9.0 arasinda aktivitesini biiyiik 6l¢iide korumaktadir. Fakat
ozellikle pH 9.0’dan sonra aktivitesinde belirgin bir azalis goze carpmaktadir.
Inkiibasyon siiresi uzadiginda ise ham enzim ¢dzeltisi pH 7.0 ile 8.0 arasinda
aktivitesini yaklasik %75-80 oraninda koruyarak kararlilik gostermistir. Ancak kismi
saflagtirilmis enzim, aktivitesini sadece pH 7.0’de %27, pH 8.0’de ise %63 oraninda
koruyabilmistir. Kismi saflastirilmis enzimin optimum pH’st 7.5 olmasina karsin,
aktivitesini en iyi korugu pH degeri 8.0°dir. Alkali pH degerlerinde, ozellikle de
inkiibasyon siiresi uzadik¢a enzimin dayaniklilig1 azalmaktadir. Ancak farkli karakterde
peptidazlar1 igerme olasiligi nedeniyle, ham enzim c¢ozeltisinin dayanmikliligi kismi
saflastirilmis peptidaza gore daha fazladir.

Manni vd (2008) 30 °C’de 15 dakikalik inkiibasyon sonunda metalopeptidazin
pH 7.5-9.0 arasinda aktivitesinin neredeyse tamamini korudugunu tespit etmislerdir.
Ghorbel vd (2003) Bacillus cereus ile irettikleri ham peptidaz ¢o6zeltisinde
metalopeptidaz bulundugunu ve optimum pH’nin 8.0 oldugunu belirlemis; enzimin, pH
6.0-9.0 arasinda 50 °C’de yapilan 1 ve 3 saatlik inkiibasyonlar sonunda, aktivitesini
%95’den  fazla korudugunu tespit etmislerdir. So6zii gecen calismalarla
karsilagtirildiginda, bu tez calismasinda elde edilen ham enzim ¢6zeltisinin 18 saat gibi
uzun bir inkiibasyon sonunda bile aktivitesini %75-80 oraninda koruyabilmesi, pH
kararlilig1 agisindan iyi bir sonug olarak degerlendirilebilir.

pH kararliligr testinde sasirtict olan, ham enzim ¢o6zeltisinin pH 12’deki
aktivitesi oldukca diisiik olmasina ragmen, bu pH degerinde Ozellikle 2 saatlik
inkiibasyon sonunda aktivitesini %75.26 gibi yiiksek bir oranla korumus olmasidir. Bu
durumun da ham enzim ¢0zeltisinde serin peptidaz bulunma olasiligindan
kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Ham enzim ¢o6zeltisinde serin peptidazi inhibitorii
olan PMSF varliginda kalan aktivitenin yaklasik %64 oldugu belirlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.20). Serin peptidazlar alkali karakterlidir ve eger ham enzim ¢ozeltisindeki
serin peptidazinin optimum noktast da pH 12 ise aktivitesini kismen koruyabilmesi
olagandir. Aymi kosullarda kismen saflastirilmis enzimin ise aktivitesi neredeyse
tamamen kaybolmustur.

! Kalan aktivite 6l¢iimii optimum pH olan 7.5’da yapilmustir.
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Sekil 4.38. K1 susu ile iiretilen peptidazin farkli pH degerlerinde a) 2 saat b)18 saat
inkiibasyon sonundaki pH kararlilig

4.6.2. Uretilen peptidazin optimum sicakhik degeri ile sicakhk kararhihg

Farkli sicakliklarda (4-70 °C) ham enzim c¢ozeltisi ve 3-8 fraksiyonlar1 igin
Olcililen peptidaz aktivitesi sonuclar1 Sekil 4.37°de gosterilmistir. Peptidaz aktivitesi
Olciimii, bir O6nceki asamada belirlenmis olan optimum pH degerinde (pH 7.5)
gergeklestirilmistir. K1 susundan (Bacillus amyloliquefaciens) elde edilen peptidaz
cozeltileri, en iyi aktivite degerini 58-60 °C’de gostermis, bu sicaklik dercesinden sonra
aktivitede belirgin bir azalma gozlenmistir. Bacillus cereus kullanilarak iiretilen
metalopeptidaz i¢in optimum sicaklik degerini D’Costa vd (2013) 37 °C, Sousa vd
(2007) 45 °C, Manni vd (2008) 55 °C olarak tepit etmislerdir. Bacillus sp. SCB-3 ile
tiretilen keratinolitik metalopeptidazin optimum aktivite gosterdigi maksimum sicaklik
degeri ise 40 °C olarak belirlenmistir (Lee 2002). Bacillus subtilis metalopeptidazinin
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optimum sicaklik derecesi 55 °C (Lauer vd 2000), Bacillus polymyxa B-17’ninki ise
50 °C olarak saptanmustir. Bacillus metalopeptidazlari igin farkli optimum sicakliklarin
tespit edilmis olmasi, ayni tiire ait farkli suslarin iirettigi metalopeptidazin bile farkl
karakterli olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.39. K1 susu ile iiretilen peptidazin farkli sicakliklarda gosterdigi aktivite
degerleri

Uretilen peptidazin farkli sicaklik derecelerindeki kararliliklarini belirlemek igin
enzim ¢ozeltileri, bu sicaklik derecelerinde farkli siirelerde inkiibe edilmis ve
inkiibasyon sonunda aktiviteleri kalan aktivite %’si olarak hesaplanmistir. Aktivite
Olciimii pH 7.5’de ve 37 °C’de yapilmistir. Farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyon
oncesinde ham enzim c¢ozeltisi ile 3-8 fraksiyonunun aktivite degerleri sirasiyla
37.05 inite/ml  ve 33.64 inite/ml’dir. Enzimin sicaklik kararliligt sonuglar
Sekil 4.40°da gosterilmistir. Sekilden goriildiigii gibi hem ham enzim ¢o6zeltisi hem de
kismen saflagtirilmig enzim ¢ozeltisi 10 °C ve 20 °C’de 2 saat boyunca aktivitesini
neredeyse tamamen korumustur. Enzim c¢ozeltilerinin kararlilignt 30 °C ve 37 °C’de
farklilik arzetmemistir. Her iki sicaklik derecesinde 2 saatlik inkiibasyon sonunda ham
enzim ¢ozeltisinin aktivitesi baslangigtakinin yaklasik %60°1 kadarken, kismen
saflastirilmis enzimin aktivitesi ise %75 dolaylarindadir. Ham enzim ¢ozeltisi, 45 °C’de
aktivitesini 1 saat sonunda %92 oraninda korurken; 50 °C’de aktivitesini yarim saat
boyunca tamamen, 1.5 saat sonunda da yaklasik %50 oraninda korumustur. Kismi
saflastirilmis enzim ise aktivitesini daha ¢abuk yitirmeye baslamistir. Ancak 45 °C ve
50 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda baslangictakinin yaklasik %55°i kadar aktivitesi
vardir. Enzim aktivitesi agisindan optimum sicaklik olarak belirlenen 60 °C’de her iki
enzim ¢ozeltisinin de dayanimi iyi degildir. Ham enzim ¢6zeltisi aktivitesini 30 dakika
inkiibasyon sonunda %23 oraninda korurken, ayn1 sicaklik ve inkiibasyon siiresinde 3-8
fraksiyonu aktivitesini tamamen kaybetmistir. Denenen en yiliksek sicaklik olan
70 °C’de ise her iki enzim ¢ozeltisi de hi¢ kararlilik gosteremeyip inaktive olmustur.
Genel olarak sicaklik yiikseldikge enzim c¢ozeltilerinin kararliligt azalmistir. Ancak
sicaklik karsisinda ham enzim c¢ozeltisinin dayanimimin biraz daha fazla oldugu
anlagilmaktadir.
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Sekil 4.40. Farkli sicaklik derecelerinde K1 susuna ait a) ham enzim ¢ozeltisi ve b)
kismi saflastirilmis enzimin kararlilig

Manni vd (2008) metalopeptidaz i¢in 50 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda
aktivitenin %60 oraninda korundugunu, Sousa vd (2007) ise aym sicaklikta 2 saat
inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin %55 oraninda oldugunu belirlemislerdir. Bu
calismalardaki sonuglar, tez c¢alismasindaki sonuglarla benzerlik arz etmektedir.
Aspergillus fumigatus metalopeptidazinin optimum aktivite gosterdigi sicakligin 50 °C
oldugu ve bu sicaklikta 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesini %40 oraninda
koruyabildigi saptanmistir (Silva vd 2013). K1 susu ile iiretilen bakteriyel
metalopeptidazin 1s1l kararliliginin Silva vd’nin (2013) yaptig1 ¢caligmadaki kiif kaynakli
metalopeptidaza gore daha iyi oldugu anlasilmaktadir.

Uretilen peptidazin optimum aktivite gdsterdigi sicaklik derecesi 60 °C olmasina
ragmen, aktivitesini en uzun siire koruyabildigi maksimum sicaklik 50 °C olarak tespit
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edilmistir. Ham enzim c¢ozeltisinin 50 °C’deki yar1 émrii 86.5 dakika iken, kismen
saflagtirilan enzimin ayni sicakliktaki yari 6mrii ise 80.70 dakikadir. Kaplicadan izole
ettikleri Bacillus stearothermophilus TSL33 susu araciligiyla irettikleri ti¢ farkli
metalopeptidaz i¢in optimum sicakligi 70, 85 ve 90 °C olarak belirleyen Sookheo vd
(2000), bu ii¢ peptidazin yar1 omiirlerini 72, 78 ve 90 °C’de 30 dakika olarak tespit
etmislerdir.

K1 susunun 30 °C ve 37 °C’de ¢ok iyi gelistigi ancak 50 °C’de gelisemedigi
daha once bildirilmisti (Bkz. Bolim 4.2 ve Cizelge 4.2). Dolayisiyla K1 susunun
mezofilik karakterli oldugundan s6z etmek miimkiindiir. Ancak bu sus yiiksek sicaklikta
gelisip enzim {lretemedigi halde, diisiik sicakliklarda iirettigi peptidazin optimum
aktivite gosterdigi sicaklik 58-60 °C olarak belirlenmistir. Ayrica iiretilen peptidazin
45° C ve 50 °C’de belli bir 6l¢iiye kadar 1s1l kararliliginin oldugu da tespit edilmistir.
Nitekim, literatiirde benzer sekilde, mezofilik bir sus olan Bacillus thuringiensis’den
iiretilen serin peptidazinin termostabil oldugu bildirilmektedir (Zamost vd 1991).

4.6.3. Peptidaz aktivitesi iizerine inhibitorlerin etkisi

Peptidaz inhibitorlerinin K1 susunun peptidaz aktivitesi iizerine olan etkisi daha
once farkli asamalarda belirlenmisti. Bu asamada karakterizasyon c¢alismalarinda
kullanilmasina karar verilen, 3-8 fraksiyonu olan kismi saflastirilmis enzim ¢ozeltisinde
farkli konsantrasyonlardaki inhibitorlerin etkisini gérmek amaglanmistir. Ayrica
karsilastirma saglamak igin analiz, ham enzim ¢ozeltisinde de tekrarlanmistir. Aktivite
analizleri enzim i¢in tespit edilen optimum pH (7.5) ve sicaklikta (60 °C)
gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.22’de farkli inhibitér konsantrasyonlarinda peptidaz aktivitesinin
degisimi inhibitér igermeyen enzim ¢ozeltisine gore bagil olarak verilmistir. Cizelge
incelendiginde metalopeptidaz inhibitorii olarak kullanilan O-FEN ve EDTA varliginda
ham enzim ¢6zeltisinin aktivitesinin biiyiik oranda azaldig1, kismen saflagtirilan enzimin
ise inhibe oldugu anlasilmaktadir. Her iki enzim ¢ozeltisi i¢in de aktivite azalisit O-FEN
konsantrasyonuna bagli olarak gergeklesmis, konsantrasyon arttik¢a aktivite daha fazla
azalmistir. Daha yiiksek konsantrasyondaki O-FEN (>4 mM) ile aktivitenin tamamen
inhibe olabilecegi diisiiniilmektedir. EDTA kullanildiginda ise en diisiik konsantrasyon
bile 3-8 fraksiyonunun aktivitesini tamamen inhibe ederken, ham enzim ¢o6zeltisinindeki
aktivite azalist EDTA konsantrasyonundan bagimsiz olarak gerceklesmistir.
Muhtemelen EDTA varliginda en diisilk dozda bile ham enzim c¢ozeltisindeki tim
metalopeptidazlar inhibe olmus, bu nedenle de inhibitér konsantrasyonundaki artis,
aktiviteyi daha fazla azaltamamistir. Geriye kalan yaklasik %12°1ik aktivite de
muhtemelen bagka bir tiir peptidazdan kaynaklanmaktadir.

EDTA ve O-FEN metalleri ¢elatlayarak peptidaz aktivitesini geri doniistimlii
olarak inhibe etmektedir. Her ikisi de metalopeptidaz inhibitdrii olarak kullanilmaktadir.
Ancak EDTA’nin sadece metalopeptidaza spesifik olmadiginin, kalsiyum ile aktive ya
da stabilize olan (serin peptidaz gibi) peptidazlar1 da inhibe edebileceginin géz onilinde
bulundurulmasi gerekmektedir. O-FEN’nin ise kalsiyumu c¢elatlayamadig1 ve ozellikle
cinko iceren metalopeptidazlarin tanimlanmasi i¢in uygun bir inhibitér oldugu
bildirilmektedir. Ancak yine de yeni metalopeptidazlar tanimlanirken, bunlarin EDTA
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ve O-FEN ile inhibe olmalarinin yani sira diger grup peptidazlarin inhibitorlerine karsi
duyarsiz olduklarinin da belirlenmesi gerekmektedir (Dunn 2001, Salvasen ve Nagase
2001). Cizelge 4.22 bu baglamda incelendiginde enzim ¢ozeltilerinin baskin olarak
metalopeptidazdan olustugu ancak diger peptidazlart da i¢erdigi anlagilmaktadir. Cilinkii
diger peptidaz inhibitorleri kullanildiginda da aktivite tamamen korunmayip azalig
gostermistir. Diger peptidazlarin aktivitesindeki azalig, inhibitér konsantrasyonundaki
artisa baglh olarak gergeklesmemistir. Bu durumun, diger peptidazlarin miktarca diistik
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. EDTA ve O-FEN varliginda kismen
saflagtirilan enzimin ham enzim ¢ozeltisine gore daha fazla inaktive olmasi, saflastirma
ile diger peptidazlar agisindan bir azalma saglandigini ve metalopeptidazin daha baskin
hale geldigini gostermektedir. Ayrica kismen saflastirilan enzimin O-FEN varliginda
aktivitesinin  %]1’e kadar dligmesi, metalopeptidazin aktif bolgesinde ¢inko
igerebilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.22. Farkli konsantrasyonlardaki peptidaz inhibitorlerinin K1 susunun enzim
aktivitesi ilizerine etkisi

Inhibitorler Ham enzim ¢dzeltisi Kismi saflastirilmis enzim
(3-8 fraksiyonu)
PEP-A
5 uM 91.28 88.92
10 uM 88.33 81.53
20 uM 89.97 85.01
E-64
10 uM 90.41 88.48
20 uM 89.10 75.45
40 uM 95.42 77.62
PMSF
1 mM 76.01 88.27
2 mM 79.39 74.58
4 mM 86.15 87.40
O-FEN
1 mM 38.21 33.38
2 mM 26.51 8.12
4 mM 17.16 1.93
EDTA
1 mM 12.04 0.00
2 mM 12.22 0.00
4 mM 13.41 0.00

Inhibitér icermeyen ham enzim ¢dzeltisinin aktivitesi 81.23 iinite/ml, kismi saflastirilmis enzimin
aktivitesi 40.76 tinite/ml’dir.

Manni vd (2008) 20 mM EDTA varliginda iirettikleri peptidazin tamamen inhibe
olmasima bagli olarak enzimin metalopeptidaz oldugunu belirtmislerdir. Ancak artan
PMSF konsantrasyonuyla birlikte de aktivitenin azalmasini, enzimin aktif bolgesi
yakinlarinda serin grubu igermesine baglamislardir. Sabirova vd (2010) kalan aktivite
%’sini 10 mM EDTA ve O-FEN varliginda sirasiyla %3.9 ve 9%0.1 olarak tespit
etmisglerdir. S6z konusu ¢alismada, EDTA ve O-FEN’in etkisi Cizelge 4.22°dekine gore
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ters yonde olmustur. Sookkheo vd (2000) ise saflastirdiklar1 enzimin metalopeptidaz
oldugunu 1 mM ve 10 mM EDTA ile O-FEN kullanarak tespit etmislerdir.

4.6.4. Peptidaz aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisi

Farkli metal iyonlarinin peptidaz aktivitesi lizerine olan etkisi Cizelge 4.23°de

gosterilmistir. Cizelgede metal iyonu i¢cermeyen kontrol enzim Ornegine gore bagil
olarak hesaplanan degerler verilmistir, aktivite Olgiimleri optimum sicaklik ve pH
degerinde yapilmustir. Cizelgeden goriildiigii tizere Hg'? enzim aktivitesini tamamen
inhibe etmistir. Nitekim iz miktardaki agir metallerin bile birgok peptidazi inaktive
ettigi, Hg+2’nin bir metalopeptidaz olan termolisin i¢in inhibitdr oldugu bildirilmektedir
(Bankus ve Bond 2001). Agir metaller disiilfit baglarini etkileyerek proteinin tersiyer
yapisinin bozulmasina ve buna bagli olarak da enzimin aktif bdlgesinin degismesine
neden olmaktadir. Agir metaller ayrica metal iyonu bagli olan proteinlerde mevcut
metal iyonu ile yer degistirerek de inhibisyon saglayabilmektedir. Agir metallerin
inhibisyon mekanizmalarindan bir digeri ise amino asit yan zincirlerindeki oksidasyon
reaksiyonunu katalizlemeleridir (Tamas vd 2014). Cizelge incelendiginde Cu™?, Ni** ve
Fe™nin de aktivitede biiyiik oranda azalmaya neden olan metal iyonlar1 oldugu
anlagilmaktadir. Kismi saflastirilan enzimin aktivitesi 5 mM Fe™ varliginda neredeyse
tamamen inaktive olmustur. Metalokarboksipeptidazlar i¢in Fe™’iin inhibitdr oldugu
bildirilmektedir (Bankus ve Bond 2001). Bu durum, 6zellikle kismi saflastirilan enzim
¢oOzeltisinin metalopeptidazca daha zengin oldugu fikrini destekler niteliktedir.
Enzim cozeltileri Ba™ ile karistirildiginda bulaniklik gézlenmis, inkiibasyonla
birlikte bulamiklik da artmigtir. Aktivite agisindan saglikli  sonuglar elde
edilemediginden bu metal iyonuna ait degerler Cizelge 4.23°de gosterilmemistir. Bunun
yani sira baz1 metal iyonlarinin enzim ¢ozeltisi ile karistirildig1 zamanki konsantrasyonu
5 mM’a ¢iktiginda ¢okme oldugu tespit edilmis ve bunlar ¢izelgede belirtilmistir.

Bazi calismalarda, Ca™ iyonu varliginda metalopeptidaz aktivitesinde %7
(D’Costa vd 2013), %17 (Sousa vd 2007) ve %94 (Manni vd 2008) ve hatta %200
oraninda (Manni vd 2010) artis oldugu tespit edilmis, Ca™ iyonunun enzimin molekiiler
yapisint  stabilize ederek, konformasyonel yapisinin degismesini engelledigi
bildirilmistir. Kalsiyum iyonunun en iyi karakterize edilmis metalopeptidaz olan
termolisini stabilize ederek otolize karsi korudugu da bildirilmektedir (Wu ve Chen
2011). Ancak bu tez calismasinda kalsiyumun etkisi tam tersi yonde gercekleserek
aktivitede bir miktar azalmaya neden olmustur. Ayrica kalsiyum konsantrasyonu
arttiginda ¢okme gozlendigi Cizelge 4.23’ten anlasilmaktadir.

Peptidaz aktivitesi iizerine en olumlu etkiyi yapan metal iyonlari Mn™ ve
K*™dir. Kismen saflagtirilan enzim ¢dzeltisinin aktivitesinde Mn" iyonunun yaklasik
%8, K™ iyonunun ise %4’lik bir artis sagladigi belirlenmistir. Sousa vd (2007)
metalopeptidaz aktivitesinde Mn 2 iyonunun yaklasik %5°lik artis sagladigini, Manni vd
(2008) ise %17’lik azalmaya neden oldugunu tespit etmislerdir.

O-FEN, ozellikle cinko bagli metalopeptidazlar1 inaktive eden bir inhibitdr

oldugundan K1 susu ile iiretilen enzim ¢ozeltisindeki metalopeptidaz aktif bolgesinde
kuvvetle muhtemel ¢inko igermektedir. Ancak Cizelge 4.23’deki sonuglara gore enzim
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cozeltilerine ilave ¢inkonun olumlu bir etkisinin olmadig1 anlagilmaktadir. Sookkheo vd
(2000) Bacillus stearothermophilus’dan elde ettikleri oldukga yiiksek termostabilitesi
olan ii¢ metalopeptidaz iizerine metal iyonu etkisini belirlemede farkli bir yontem
uygulayip 6nce enzimi apoenzim haline getirmis yani mevcut metali ayirmiglardir. Daha
sonra farkli metal iyonlar: ilave ettiklerinde sadece Zn™* varliginda aktivitenin dnemli
diizeyde arttigin1 tespit etmislerdir.

Sodyum iyonu da kismen saflastirilan enzim ¢dzeltisinin aktivitesinde belirgin
bir degisime neden olmadigi halde, 5 mM konsantrasyonda kullanildiginda ham enzim

¢ozeltisinin aktivitesinde %12.63’liik bir artig saglamistir.

Cizelge 4.23. Metal iyonlarinin K1 susunun peptidaz aktivitesi iizerine etkisi (%)

Kismi saflastirilmis enzim

Ham enzim ¢ozeltisi (3-8 fraksiyonu)

lxiiln 05mM 2mM  5mM  05mM 2mM  5mM
Ca” 81.48 86.39 i 87.63 93.00 87.36
Co*? 71.71 73.72 ) 96.22 80.02 81.53
Cu™ 77.37 44.13 45.27 58.95 56.61 41.75
Fe'? 80.28 69.31 ) 72.69 25.96 53.96
Fe 70.51 72.57 ) 81.45 19.55 0.19

Mg 87.66 95.16 93.46 96.57 86.22 93.46
Hg™ 4.32 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Mn"™ 86.28 92.91 ’ 92.96 10426  107.78
Zn™ 68.79 80.85 : 90.90 91.01 80.69
Ni*? 81.83 29.10 22.81 65.65 28.88 14.30
K" 112.18 92.54 95.37 102.92 10034  104.42
Na'! 89.71 9473  112.63  94.85 96.09 98.10

“Enzim cozeltisi ile karigtirildig1 zaman (6zellikle inkiibasyon sonrasinda) ¢okme gozlenmistir.

4.6.5. Peptidaz aktivitesi iizerine baz1 organik c¢oziicii, deterjan katki maddeleri ve
yiizey aktif maddelerin etkisi

Enzimler genellikle organik coziiciiler varliginda inaktive ya da denatiire
olmaktadir. Fakat enzimin organik c¢oziiciilere dayanikli olmasi onlarin sentez
reaksiyonlarinda kullanilmasini miimkiin kilar. Peptidazlar sulu ortamda peptid
baglarin1 hidrolize ederken, susuz ya da az sulu ortamlarda peptid bagini sentezler.
Dolayistyla organik ¢oziiciilere dayanikli peptidazlardan gida, ilag, kozmetik gibi bircok
endiistriyel alanda yararlanilabilmektedir (Gupta 1992, Rahman vd 2007). Deterjan
endistrisinde kullanilacak peptidazlarin da deterjan katki maddelerine direngli olmasi
gerekmektedir (Kumar ve Takagi 1999).
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Cizelge 4.24. Baz1 organik ¢oziicii, deterjan katki maddeleri ve yiizey aktif maddelerin

K1 susunun enzim aktivitesi tizerine etkisi

Madde Madde Konsantrasyon =~ Ham enzim Kismi saflastirilmig
grubu (%) cozeltisi enzim
Organik  Ksilen 1 86.25 88.91
¢ozilicl
5 100.94 97.88
20 102.81 106.96
Aseton 1 110.62 92.92
5 94.27 93.04
20 103.02 93.15
Etanol 1 95.73 86.78
5 111.46 87.13
20 113.96 85.72
Asetonitril 1 122.60 114.28
5 126.66 105.31
20 62.09 84.30
Deterjan SDS 0.1 14.86 0.03
katk1 0.5 6.86 0.00
maddesi 1.0 5.64 0.00
Triton X-100 0.1 108.55 82.31
0.5 84.98 67.07
1.0 81.66 75.74
Yiizey aktif Tween 20 0.1 98.19 79.28
madde 0.5 116.63 92.00
1.0 125.00 100.67
Tween 80 0.1 122.62 97.56
0.5 127.85 106.74
1.0 129.08 104.89

K1 susu ile elde edilen peptidaz c¢ozeltilerinin baz1 organik ¢6ziicii ve deterjan
katki maddeleri varliginda aktivitesindeki degisim tespit edilmis ve sonuglar
Cizelge 4.24°de gosterilmistir. Cizelgede bu maddeleri igermeyen kontrol orneginin
aktivite degerine gore bagil olarak hesaplanan kalan aktivite %’leri verilmistir.
Sonuglar, enzim ¢dzeltilerinin organik ¢oziiciilere kars1 direngli oldugunu, bu maddeler
varliginda aktivitelerinde énemli bir kayip meydana gelmedigini gostermektedir. Hatta
ham enzim ¢ozeltisi i¢in denenen tiim organik ¢oziiciiler aktivitede artis saglamistir.
Ksilen ve etanol yiiksek, aseton ve asetonitril ise diisiikk konsantrasyonda kullanildigi
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zaman aktiviteyi artirma acisindan daha etkili olmuslardir. Kismi olarak saflastirilan
enzim ¢ozeltisinin aktivitesi ise sadece ksilen ve asetonitril varliginda artig gostermistir.

Kazamino asit gibi hidrolize proteinlerin enzimatik prosesle iiretiminde eger
optimum sicakligi 40-50 °C olan peptidazlar kullaniliyorsa, mikrobiyal bulasmay1
engellemek i¢in ortama etanol ya da toluen gibi maddelerin ilave edilmesi
gerekmektedir (Zamost vd 1991). Ancak ilave edilen maddeler de enzimin aktivitesini
olumsuz etkilememelidir. K1 susunun {irettigi peptidazin etanol varliginda aktivitesini
bliyiik oranda koruyabilmesi bu agidan avantaj saglamaktadir.

Cizelge 4.24’e¢ gore kismen saflastirilan enzim ¢oOzeltisinin aktivitesi, %l
asetonitril varliginda %14 artis gostermistir. Sousa vd (2007) ise ayni inkiibasyon
sicaklig1 ve siiresinde, ayni oranda asetonitril kullandiklarinda peptidaz aktivitesinde
%3’liik bir artis oldugunu, asetonitril konsantrasyonu arttik¢a da bu tez ¢alismasindaki
ile benzer sekilde aktivitenin diistiigiinii tespit etmislerdir. Etanol ve aseton varliginda
kismi olarak saflastirilan enzim ¢ozeltisinin aktivitesi azalmistir. Fakat 37 °C’de 30
dakikalik inkiibasyon sonunda aktivitenin %85’den fazla korunmasi iyi bir sonug olarak
degerlendirilebilir. Wang vd’nin (2006) Bacillus sp. TKUO004’dan elde ettikleri
metalopeptidaz etanol ve aseton dahil bazi organik solventlere karsi daha dayaniklidir.
Nitekim 4 ve 25 °C’de 10 giin inkiibasyon sonunda aktivitenin yaklasik %65 oraninda
korundugunu tespit etmislerdir. Ancak aktivitedeki yiiksek tolerans, organik solventlerin
etkisini ham enzim ¢ozeltisi {izerinde test etmelerinden kaynaklanabilir. Doddapaneni
vd (2009) de Bacillus cereus metalopeptidazini benzen, toluen, aseton, ksilen ve
izopropanol ile 60 °C’de 4 saat inkiibe etmis ve aktivitenin %80 oraninda korundugunu
belirlemislerdir.

Cizelge 4.24 deterjan katki maddeleri agisindan incelendiginde, ham enzim
¢Ozeltisinin bu maddelere kars1 direncinin kismen saflastirilan iirline gore daha fazla
oldugu goriilmektedir. Sonuglar SDS’e karst her iki enzim c¢ozeltisinin de dayanikli
olmadigimi gostermektedir. SDS ile inkiibasyon sonucunda ham enzim ¢o6zeltisinin
aktivitesi SDS konsantrasyonuna bagli olarak %>5’e kadar diiserken, kismen saflastirilan
peptidaz ¢ozeltisi tamamen inaktive olmustur. Triton X-100 varliginda, inkiibasyon
sonunda, peptidaz ¢ozeltilerinde aktivite yaklasik %80 oraninda korunmustur. Triton X-
100’iin konsantrasyonu 9%0.1 iken ham enzim ¢06zeltisinin aktivitesinde %8 artis
gozlenmis, fakat konsantrasyonun artmasiyla birlikte aktivite azalmistir. Cizelgede
Tween 20 ve Tween 80’in enzim aktivitesini olumlu yonde etkiledigi goriilmektedir.
Tween 20 ve Tween 80 %! oraninda kullanildiginda ham enzim ¢dzeltisinin aktivitesi
kontrol 6rnegine oranla, sirasiyla, %25 ve %29 artmistir. Kismi olarak saflastirilan
enzim c¢ozeltisinin ise %0.1 Tween 20 varliginda aktivitesi %79’a dlismiis, fakat
konsantrasyon artisiyla birlikte aktivitede stabilizasyon saglanmistir. Tween 80 ilavesi
de aktivitenin korunmasini, hatta %6 oraninda artmasini saglamigtir. Ayni inkiibasyon
sicaklik ve siiresini (37 °C’de 30 dak.) kullanan Sousa vd (2007) de Bacillus cereus
metalopeptidazi i¢in SDS ve Triton X-100 ile benzer sonuglar elde etmislerdir. SDS ile
enzimin inhibe oldugunu ancak Triton X-100 varliginda, konsantrasyona da bagli olarak
aktivitenin biiyiik oranda korundugunu tespit etmislerdir. Manni vd’nin (2010) Bacillus
cereus SV1’den elde ettikleri metalopeptidaz ise aktivitesini %0.1 SDS varliginda %90,
%1 SDS varliginda ise %35 oraninda korumustur. Arastirmacilar, hem %1 hem de % 5
oraninda Triton X-100 ve Tween 80 ile aktivitenin tamamen korundugunu, Tween 20
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ile de aktivitede %23 artis oldugunu tespit etmislerdir. Bu maddelerin etkilerini ham
enzim c¢Ozeltisi lizerinde test etmis, aktivite Ol¢iimiinden oOnce 40 °C’de 1 saat
inkiibasyon yapmiglardir. Dolayisiyla ham enzim ¢dzeltisi acisindan karsilastirildiginda,
bu arastirmacilarin elde ettigi peptidazin, SDS disindaki diger deterjan katki
maddelerine karsi direncinin, bu tez calismasinda elde edilen enzim c¢ozeltisindeki
peptidazdan daha fazla oldugu sdylenebilir. Doddapaneni vd (2009) ise Bacillus
cereus’dan elde ettikleri metalopeptidazin deterjan katki maddelerine karsi oldukca
toleransli oldugunu tespit etmislerdir. Peptidaz1 %0.1 ve %0.5 oranindaki SDS, Triton
X-100 ve Tween 80 ile 60 °C’de 1 saat inkiibe etmis ve inkiibasyon sonunda aktivitenin
SDS varliginda tamamen korundugunu, %0.5 Triton X-100 ve Tween 80 varliginda ise
strastyla %120 ve %60 oraninda arttigin1 belirlemislerdir.
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5. SONUC

Bu calismada, oncelikle, daha 6nceki bir ¢alismada (Erem 2007) siinme (rope)
hastalig1 olusmus ekmek icinden izole edilmis olan 39 adet Bacillus susu hemolitik
(Hbl) ve hemolitik olmayan (Nhe) enterotoksin iiretimi agisindan incelenmistir. Bu 39
adet sustan sadece bir tanesinin hem Hbl hem de Nhe enterotoksinlerini, 22 tanesinin
sadece HbI, 2 tanesinin de sadece Nhe enterotoksinini iiretebilme kapasitesinde
olduklari, geriye kalan 14 susun ise her iki enterotoksini de tretmedikleri tespit
edilmistir. Enterotoksin analizleri i¢in pozitif kontrol susu olarak her iki enterotoksini de
irettigi bilinen Bacillus cereus 2248 kullanilmistir. Toksin analizleri, standart suslar
olan Bacillus subtilis PY22, B. subtilis RSK 244 ve B. subtilis RSK 246 igin de
yapilmis, aralarindan sadece B. subtilis RSK 246’nin Nhe enterotoksinini Urettigi
belirlenmistir. Ayrica emetik toksin iirettigi bilinen Bacillus cereus 2455/2 susu da Nhe
enterotoksini agisindan pozitif sonug vermistir.

Daha sonra her iki enterotoksini de liretmedigi tespit edilen 14 Bacillus susu ile
B. subtilis PY22 ve B. subtilis RSK 244, hiicre dis1 peptidaz iiretimi agisindan
degerlendirilmistir. Farkli sicaklik derecelerinde (30 °C, 37 °C, 50 °C ve 55 °C) 72 saat
stiresince ¢alkalamali inkiibatdrde yapilan fermantasyonlarda 24 saatte bir OD ve
peptidaz aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Sonuglar 50 °C ve 55 °C’de bakterilerin ¢ok az
gelistigini ancak enzim tretemediklerini gostermistir. Farkli sicakliklarda en yiiksek
peptidaz aktivitesi sergileyen suslarin K1 ve K10 oldugu belirlenmistir. K1 susu i¢in
30 °C’de fermantasyon sonucu 82.64 iinite/ml, K10 susu i¢in 37 °C’de fermantasyon
sonucu 50.24 {inite/ml peptidaz aktivitesi degerlerine ulagilmistir. Ayrica birim OD igin
peptidaz aktivitesi degeri hesaplandiginda, N8 susunun 41.25 iinite/ml/OD ile en yiliksek
degeri verdigi bulunmustur. Aktivite analizleri sonucunda farkli sicakliklarda en yiiksek
peptidaz aktivitesine sahip K1 ve K10 suslari ile birim OD basina en yiiksek aktiviteyi
saglayan N8 susu daha sonraki analizlerde kullanmak {iizere se¢ilmistir. REFGEN
tarafindan 16S mikrobiyal tanimlama yontemiyle yapilan analiz sonucunda K1 ve K10
suslarinin, Bacillus amyloliquefaciens, N8 susunun ise  Bacillus subtilis oldugu
belirlenmistir.

K1, K10 ve N8 suslarinin peptidaz liretimini optimize etmek icin bir kerede bir
faktor yaklasimi kullanilarak oncelikle besiyerine ilave edilecek karbon ve azot
kaynaklarinin belirlenmesi saglanmistir. Bu islem yapilirken maliyet unsuru da goz
onlinde bulundurulmus, aktivite agisindan istatistiksel olarak ayni etkiyi gosteren
kaynaklar arasindan birim fiyat1 en diisiik olan kaynak, liretimde kullanmak {izere
secilmigtir. Bu baglamda K1, K10 ve N8 suslar ile peptidaz iiretimi i¢in en uygun
karbon kaynagi glukoz, azot kaynagi ise maya ekstrakti olarak belirlenmistir. Daha
sonra enzim aktivitesini artirmast agisindan g¢alkalama hizinin 250 rpm, karbon/azot
kaynagi oraninin da 1:5 olmasi gerektigi saptanmistir. K10 ve N8 suslarinin peptidaz
aktivitesinin siirekli olarak K1 susuna gore ¢ok diisiik kalmasindan dolayr ¢alismanin
geri kalan kismina sadece K1 susu kullanilarak devam edilmistir.

Yanit yiizey yontemi ile fermantasyon sicakligi, besiyeri baslangic pH’s1 ve
inokiilasyon orani agisindan K1 susunun peptidaz iiretimi optimize edilirken her bir
fermantasyonun bitis noktasi (siiresi) susun maksimum OD degerine ulastig1 siire olarak
belirlenmistir. Ciinkii maksimum OD degerinden sonra OD’nin hizla diistiigii tespit
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edilmis ve gram boyama sonucunda da hiicre parcalanmasmin (lysis) oldugu
gozlenmigtir. Bu durumda maksimum OD degerinden sonra ortama hiicre igi
peptidazlarin da salgilandig diisiiniilmektedir. Yanit yilizey yontemi ile optimizasyon
sirasinda peptidaz {iretimi i¢in uygun bir model elde edilememistir. Ancak yine de
mevcut kosullar altinda, Minitab programi ile optimum kosullar (sicaklik 33.4 °C,
besiyeri baslangic pH’s1 6.62, inokiilasyon orant 9%2.3) belirlenmistir. Program
tarafindan belirlenen optimum kosullarda fermantasyon 7 saat siirmiis ve peptidaz
aktivitesi 49.17 {inite/ml olarak Ol¢iilmiistiir. Fermantasyon siiresi kisa olmasina
ragmen, literatiirde Bacillus ile peptidaz iiretiminin yapildig1 diger calismalarla
karsilastirildiginda oldukga 1iyi olarak nitelendirilebilecek bir aktivite degerine
ulasilmustir.

Tespit edilen optimum kosullarda iiretilen enzimin saflastirilmasi, ham enzim
cozeltisinin 10 kDa ayirma smirli ultrafiltrasyon tiipleri ile konsantre edilmesinin
ardindan afinite kromatografisi yontemi ile yapilmistir. Saflastirmanin etkinligi SDS-
PAGE analizi ile test edilmis ancak iyi bir saflastirmanin gostergesi olan tek protein
bandi elde edilememistir. Saflastirma kismi olarak gergeklestirilebilmis; verim %25.84,
saflastirma katsayis1 ise 1.53 olarak belirlenmistir. Zimogram analizinde de farkl
molekiil agirliginda aktivite bantlar1 gézlenmistir. Bu durumda enzim ¢6zeltisinin farkli
tiirde peptidazlar icermesi de miimkiin goriinmektedir. Ancak zimografi ve SDS-PAGE
analizlerinin karsilikli olarak degerlendirilmesi sonucu enzim ¢ozeltisindeki baskin
peptidazin molekiil agirliginin 36 kDa civarinda oldugu sonucuna varilmastir.

Kismen saflagtirilan peptidaz ¢ozeltisi i¢in optimum pH degeri 7.5 olarak
belirlenmis ve notral kosullarda (pH 7.0-8.5) enzimin aktivitesini 37 °C’de 2 saat
inkiibasyon siiresince %90’dan fazla koruyabildigi saptanmistir. Ayn1 kosullarda 18 saat
inkiibasyon yapildiginda ise enzimin aktivitesini en iyi koruyabildigi (yaklasik %60) pH
degerinin 8.0 oldugu belirlenmistir. Alkali ve asidik kosullarda enzimin hem aktivitesi
hem de kararlilig1 olduke¢a diisiiktiir.

Kismen saflagtirilan enzim ¢dzeltisinin optimum aktiviteyi 60 °C’de gosterdigi
ancak bu sicakliktaki kararliliginin diisiik oldugu belirlenmistir. Bu enzim ¢o6zeltisinin
60 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesini tamamen kaybettigi tespit
edilmistir. Enzim ¢o6zeltisi 50 °C’de inkiibe edildiginde ise aktivitesini 1 saat sonunda
yaklasik %60, 2 saat sonunda ise yaklasik %40 oraninda koruyabilmistir. K1 susu
mezofilik karakterli oldugu halde iirettigi peptidazin yiiksek sicakliklarda da aktivite
gosterebilmesi, lretilen peptidazin yiiksek sicaklik gerektiren g¢esitli endiistriyel
uygulamalarda kullanilmasina olanak tanimaktadir.

Farkli peptidaz inhibitorleri ile yapilan analizlerle kismen saflastirilan peptidazin
O-FEN ve EDTA varliginda aktivitesini kaybettigi belirlenmis ve kismen saflagtirilan
enzim c¢ozeltisinin metalopeptidaz igerdigi sonucuna varilmistir. Ancak diger
inhibitorler varliginda da aktivitede ¢ok az bir miktar kayip olmasi nedeniyle baskin
enzim metalopeptidaz olmak iizere, farkli peptidaz tiirlerini i¢eren bir peptidaz karisimi
elde edildiginden s6z etmek miimkiindiir.

Farkli metal iyonlar1 varliginda 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda
peptidaz aktivitesinin ne sekilde degistigi incelendiginde, 5 mM K™ ve Mn™ iyonu
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varliginda, kismen saflastirilan enzim c¢ozeltisinin peptidaz aktivitesinin sirasiyla
yaklasik %4 ve %8 oraninda arttigi tespit edilmistir. Yine 5 mM Mg™ ve Na'
varlifinda ise aktivitenin %93 ve %98 oraninda korundugu, peptidazlarin bu metal
iyonlarindan olumsuz etkilenmedigi saptanmistir. Kismen saflagtirilan peptidazlar igin
Hg™ tam anlamiyla inhibitor gdrevi goriip enzimi inaktive ederken, Fe™*iin inhibisyon
giici konsantrasyonuna bagli olarak artmig, 5 mM konsantrasyonda tam bir
inaktivasyon saglamistir. Cu™, Fe™ ve Ni' iyonlar1 da konsantrasyonlariyla baglantili
olarak aktivitede azalmaya neden olmuslardir. Co™ ve Zn™ varhiginda da aktivitede
yaklasik %20 kayip gozlenmistir. Bircok peptidazin aktivitesinde artis sagladigi bilinen
Ca'? iyonu ise konsantrasyonuna bagh olarak aktivitede %7-13 oraninda kayba neden
olmustur.

Kismen saflastirilan enzim c¢ozeltisindeki peptidazlarin 37 °C’de 30 dakika
inkiibasyon sonunda deterjan katki maddelerinden olan SDS ile tamamen inaktive
oldugu, %0.1 Triton X-100 ile ise aktivitesini %82 oraninda koruyabildigi
belirlenmistir. Yiizey aktif maddeler olan Tween 20, %1 oraninda kullanildiginda
aktiviteyi tamamen korumus ancak daha diisiik konsantrasyonlarda aktivitede bir miktar
azalmaya neden olmustur. Tween 80 ise %0.5 oraninda kullanildiginda aktiviteyi %6
artirmistir. Aktivite {izerine organik c¢oziiciilerin etkisi de ayni sekilde 37 °C’de 30
dakika inkiibasyon sonunda test edilmis, peptidaz aktivitesini %20 ksilenin %6
oraninda, %1 asetonitrilin ise %14 oraninda artirdig1 belirlenmistir. Etanol ve aseton
varliginda ise aktivite biiyiik dl¢iide (yaklasik %75-80) korunmustur. Uretilen enzim
cOzeltisinin organik ¢oziicliler varliginda aktivitesini koruyabilmesinin, enzimin
Ozellikle sentez  reaksiyonlarinda  kullanilabilmesine  olanak  taniyabilecegi
diistiniilmektedir.

Bu tez c¢aligmasinda farkli karbon ve azot kaynaklarinin K1, K10 ve N8
suslarinin  peptidaz aktivitesi tiizerine olan etkileri arastirilirken, hiicre kiltiirii
calismalar1 i¢in uygun olan, >%98 safliktaki kaynaklar kullanilmistir. Ancak ticari
olarak satilan glukoz surubu, fruktoz surubu, melas, nisasta veya cesitli gida atiklar1 gibi
daha ucuz kaynaklarin da degerlendirilmesi, ticari enzim iiretimi agisindan faydal
olabilecektir. Ayrica peptidaz aktivitesi agisindan en uygun karbon kaynagi secilirken
amilaz iiretimini tesvik etmemek, sadece peptidaz iiretimini saglayabilmek adina kaynak
olarak nisasta tercih edilmemistir. Ancak 6zellikle deterjan sanayinde hem amilaz hem
de peptidaz kullanildigi g6z oniinde bulundurulursa, deterjan sanayinde kullanmak
lizere saf bir peptidaz cozeltisi yerine amilaz ve peptidazdandan olusan karisimin
kullanilmas: avantaj saglayabilecektir. Bu nedenle ileride yapilacak ¢aligmalarda
nisastanin da kaynak olarak kullanilarak, hem amilaz hem de peptidaz aktivitesi
Ol¢limleri ile deterjan sanayi icin uygun bir karisimin elde edilip edilemeyecegi
degerlendirilebilir.

K1 susunun yiiksek hiicre yogunluguna ulastiktan sonra aniden pargcalanmasina
neden olan kosullarin ortadan kaldirilip duragan fazin uzatilmasia yonelik caligmalar
yapilabilirse, K1 susu ile daha yiliksek aktiviteye sahip hiicre dis1 peptidaz eldesinin
miimkiin olabilecegi diigiiniilmektedir. Son 10 yil i¢inde Bacillus subtilis ile yapilan
bazi c¢alismalar, bu bakterilerin iki tip hiicre (sporlasabilen ve sporlasamayan)
olusturabildigini  gdstermistir. Ozellikle ortamda besin eksikligi durumunda,
sporlasabilen hiicrelerin 6liim faktorii ad1 verilen bir madde salgilayarak kendi kardes
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hiicresini parcaladig1 ve aciga ¢ikan maddeleri de kendisi i¢in besin olarak kullanarak
spor fazina gegmeyi engelleyebildikleri ifade edilmektedir. K1 susu da, gelisimi
esnasinda yiiksek hiicre yogunluklarina ulastigindan ortamdaki besini ¢ok kisa siirede
tilketmektedir. Ortamda besinin tilkenmesi, sporlasma dongiisiiniin baglamasi i¢in en
onemli faktor oldugundan K1 susu da bu dongiiyli geciktirmek igin alternatif yollar
aramakta ve muhtemelen de bu amacla kendi kardes hiicrelerini pargalayarak kendisine
besin olusturmaktadir. Dolayisiyla susun ani 6liimiine de ortamdaki besin miktarinin
azhiginin sebep olabilecegi diisiiniildiigiinden siirekli besleme yoOntemi (fermentor
ortami) uygulanarak hiicrelerin a¢ kalmasinin 6nlenmesi saglanirsa, hiicre 6liimiiniin de
engellenebilecegi diislinlilmektedir.

Saflagtirma isleminde daha biiylik hacimli kolon kullanimi denenerek olgek
biliyiitme saglanabilirse, toplam protein miktar1 artacagindan 6zellikle kolona baglanan
peptidazlar icin de spesifik aktivite hesab1 yapilabilecek ve bu fraksiyonlar daha yiiksek
hacimde elde edilebileceginden bunlarin da karakterize edilmesi saglanabilecektir.
Ayrica daha etkin bir saflagtirma islemi ile tek tip peptidaz iiretiminin saglanabilmesi
durumunda, enzim igin daha net endiistriyel kullanim alani belirlemek miimkiin
olabilecektir.
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7. EKLER
EKk 1. Kalibrasyon egrileri
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EK 2. Siinmiis ekmekten izole edilen suslara ait tanilama sonuglari

izolatlar Biyokimyasal testler API CH

N1 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

N2 Bacillus subtilis Bacillus subtilis/amyloliquefaciens
N3 Bacillus subtilis Bacillus pumilus

N4 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N5 Bacillus megaterium Tanilanamadi

N6 Bacillus subtilis Bacillus pumilus

N7 Bacillus megaterium Muhtemelen Bacillus megaterium
N8 Bacillus megaterium Bacillus licheniformis

N9 Bacillus coagulans Tanilanamadi

N10 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

N11 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N12 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N13 Bacillus coagulans Bacillus licheniformis

N14 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N15 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N16 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N17 Bacillus megaterium Tanilanamadi

N18 Bacillus megaterium Tanilanamadi

N19 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

N20 Bacillus pumilus Bacillus pumilus

N21 Bacillus subtilis Tanilanamadi

N22 Bacillus subtilis Tanilanamadi

K1 Bacillus subtilis Bacillus sp.

K2 Tanilanamadi1 Bacillus licheniformis

K3 Tanilanamadi Tanilanamadi

K4 Bacillus subtilis Tanilanamadi

K5 Bacillus subtilis Tanilanamadi

K6 Bacillus subtilis Bacillus subtilis/amyloliquefaciens
K7 Bacillus licheniformis Bacillus sp.

K8 Bacillus megaterium Muhtemelen Bacillus megaterium
K9 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

K10 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

K11 Bacillus megaterium Muhtemelen Bacillus megaterium
K12 Bacillus megaterium Muhtemelen Bacillus megaterium
K13 Bacillus megaterium Tanilanamadi

K14 Bacillus megaterium Tanilanamadi

K15 Bacillus subtilis Bacillus subtilis/amyloliquefaciens
K16 Bacillus subtilis Muhtemelen Bacillus thuringiensis
K17 Bacillus licheniformis Bacillus licheniformis

K18 Bacillus subtilis Tanilanamadi

K19 Bacillus megaterium Tanilanamadi

*Tanilama sonuglar1 Erem’den (2007) alinmustir.
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Ek 3. Yanit ylizey yontemi ile peptidaz {iiretiminin optimizasyonu sirasinda her
fermantasyon kosulu i¢in gergeklestirilen islemler

-80 °C’deki D
stok bakteri
kiiltirii 1ml

50 ml enzim
uretim ortami

Inkiibasyon sonunda deneme

l desenindeki her bir kosul i¢in
s : paralelli olarak 3 erlene
37°C250 rmp’de | (engelli) on kiiltiirden
7.5 saat inkiibasyon | inokulasyon  yapilmis  ve

fermantasyon boyunca bu {i¢
erlenden 1’er saat araliklarla

On kultar - )
> Ornek  alinarak  analizler*

/ l \ yapilmistir

Yanit yiizey yoOntemine gore
olusturulan deneme
desenindeki kosullara bagh
olmak iizere fermantasyon
stireleri farklilik arz etmistir.

50ml 50ml 50ml

............................................

Fermantasyon
(6-15 saat)

...........................................

* Analizler
* Optik yogunluk 6l¢iimii
* Toplam protein miktari

* Peptidaz aktivitesi

* Glukoz miktar
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Ek 4. K1, K10 ve N8 suslarinin niikleotid dizilimleri

K1

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
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661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

K10

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

GTCGGCTGGC GGCGTGCTAT ACTGCAGTCG AGCGGACAGA TGGGAGCTTG CTCCCTGATG
TTAGCGGCGG ACGGGTGAGT AACACGTGGG TAACCTGCCT GTAAGACTGG GATAACTCCG
GGAAACCGGG GCTAATACCG GATGCTTGTT TGAACCGCAT GGTTCAAACA TAAAAGGTGG
CTTCGGCTAC CACTTACAGA TGGACCCGCG GCGCATTAGC TAGTTGGTGA GGTAACGGCT
CACCAAGGCG ACGATGCGTA GCCGACCTGA GAGGGTGATC GGCCACACTG GGACTGAGAC
ACGGCCCAGA CTCCTACGGG AGGCAGCAGT AGGGAATCTT CCGCAATGGA CGAAAGTCTG
ACGGAGCAAC GCCGCGTGAG TGATGAAGGT TTTCGGATCG TAAAGCTCTG TTGTTAGGGA
AGAACAAGTG CCGTTCAAAT AGGGCGGCAC CTTGACGGTA CCTAACCAGA AAGCCACGGC
TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGTGGCAA GCGTTGTCCG GAATTATTGG
GCGTAAAGGG CTCGCAGGCG GTTTCTTAAG TCTGATGTGA AAGCCCCCGG CTCAACCGGG
GAGGGTCATT GGAAACTGGG GAACTTGAGT GCAGAAGAGG AGAGTGGAAT TCCACGTGTA
GCGGTGAAAT GCGTAGAGAT GTGGAGGAAC ACCAGTGGCG AAGGCGACTC TCTGGTCTGT
AACTGACGCT GAGGAGCGAA AGCGTGGGGA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA
CGCCGTAAAC GATGAGTGCT AAGTGTTAGG GGGTTTCCGC CCCTTAGTGC TGCAGCTAAC
GCATTAAGCA CTCCGCCTGG GGAGTACGGT CGCAAGACTG AAACTCAAAG GAATTGACGG
GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGAAG CAACGCGAAG AACCTTACCA
GGTCTTGACA TCCTCTGACA ATCCTAGAGA TAGGACGTCC CCTTCGGGGG CAGAGTGACA
GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT GGGTTAAGTC CCGCAACGAG
CGCAACCCTT GATCTTAGTT GCCAGCATTC AGTTGGGCAC TCTAAGGTGA CTGCCGGTGA
CAAACCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA ATCATCATGC CCCTTATGAC CTGGGCTACA
CACGTGCTAC AATGGGCAGA ACAAAGGGCA GCGAAACCGC GAGGTTAAGC CAATCCCACA
AATCTGTTCT CAGTTCGGAT CGCAGTCTGC AACTCGACTG CGTGAAGCTG GAATCGCTAG
TAATCGCGGA TCAGCATGCC GCGGTGAATA CGTTCCCGGG CCTTGTACAC ACCGCCCGTC
ACACCACGAG AGTTTGTAAC ACCCGAAGTC GGTGAGGTAA CCTTTGGAGC CAGCCGCCGA
AGGTGGACAG AGATTGG

CGCGGCTGGC GGCGTGCTAT ACTGCAGTCG AGCGGACAGA TGGGAGCTTG CTCCCTGATG
TTAGCGGCGG ACGGGTGAGT AACACGTGGG TAACCTGCCT GTAAGACTGG GATAACTCCG

GGAAACCGGG GCTAATACCG GATGCTTGTT TGAACCGCAT GGTTCAGACA TAAAAGGTGG
CTTCGGCTAC CACTTACAGA TGGACCCGCG GCGCATTAGC TAGTTGGTGA GGTAACGGCT
CACCAAGGCA ACGATGCGTA GCCGACCTGA GAGGGTGATC GGCCACACTG GGACTGAGAC
ACGGCCCAGA CTCCTACGGG AGGCAGCAGT AGGGAATCTT CCGCAATGGA CGAAAGTCTG
ACGGAGCAAC GCCGCGTGAG TGATGAAGGT TTTCGGATCG TAAAGCTCTG TTGTTAGGGA
AGAACAAGTG CCGTTCAAAT AGGGCGGCAC CTTGACGGTA CCTAACCAGA AAGCCACGGC
TAACTACGTG CCAGCAGCCG CGGTAATACG TAGGTGGCAA GCGTTGTCCG GAATTATTGG
GCGTAAAGGG CTCGCAGGCG GTTTCTTAAG TCTGATGTGA AAGCCCCCGG CTCAACCGGG
GAGGGTCATT GGAAACTGGG GAACTTGAGT GCAGAAGAGG AGAGTGGAAT TCCACGTGTA
GCGGTGAAAT GCGTAGAGAT GTGGAGGAAC ACCAGTGGCG AAGGCGACTC TCTGGTCTGT
AACTGACGCT GAGGAGCGAA AGCGTGGGGA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA
CGCCGTAAAC GATGAGTGCT AAGTGTTAGG GGGTTTCCGC CCCTTAGTGC TGCAGCTAAC
GCATTAAGCA CTCCGCCTGG GGAGTACGGT CGCAAGACTG AAACTCAAAG GAATTGACGG
GGGCCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT TAATTCGAAG CAACGCGAAR AACCTTACCA
GGTCTTGACA TCCTCTGACA ATCCTAGAGA TAGGACGTCC CCTTCGGGGG CAGAGTGACA
GGTGGTGCAT GGTTGTCGTC AGCTCGTGTC GTGAGATGTT GGGTTAAGTC CCGCAACGAG
CGCAACCCTT GATCTTAGTT GCCAGCATTC AGTTGGGCAC TCTAAGGTGA CTGCCGGTGA
CAAACCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA ATCATCATGC CCCTTATGAC CTGGGCTACA
CACGTGCTAC AATGGGCAGA ACAAAGGGCA GCGAAACCGC GAGGTTAAGC CAATCCCACA
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1261
1321
1381
1441

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

AATCTGTTCT CAGTTCGGAT CGCAGTCTGC AACTCGACTG CGTGAAGCTG GAATCGCTAG
TAATCGCGGA TCAGCATGCC GCGGTGAATA CGTTCCCGGG CCTTGTACAC ACCGCCCGTC
ACACCACGAG AGTTTGTAAC ACCCGAAGTC GGTGAGGTAA CCTTAGGAGC CAGCCGCCGA
AGGTGTACAG AGATTGG

GGACTGGCGG CGTGCTATAC TGCAGTCGAG CGGACAGATG GGAGCTTGCT CCCTGATGTT
AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGGTA ACCTGCCTGT AAGACTGGGA TAACTCCGGG
AAACCGGGGC TAATACCGGA TGGTTGTTTG AACCGCATGG TTCAAACATA AAAGGTGGCT
TCGGCTACCA CTTACAGATG GACCCGCGGC GCATTAGCTA GTTGGTGAGG TAACGGCTCA
CCAAGGCAAC GATGCGTAGC CGACCTGAGA GGGTGATCGG CCACACTGGG ACTGAGACAC
GGCCCAGACT CCTACGGGAG GCAGCAGTAG GGAATCTTCC GCAATGGACG AAAGTCTGAC
GGAGCAACGC CGCGTGAGTG ATGAAGGTTT TCGGATCGTA AAGCTCTGTT GTTAGGGAAG
AACAAGTACC GTTCGAATAG GGCGGTACCT TGACGGTACC TAACCAGAAA GCCACGGCTA
ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGTGGCAAGC GTTGTCCGGA ATTATTGGGC
GTAAAGGGCT CGCAGGCGGT TTCTTAAGTC TGATGTGAAA GCCCCCGGCT CAACCGGGGA
GGGTCATTGG AAACTGGGGA ACTTGAGTGC AGAAGAGGAG AGTGGAATTC CACGTGTAGC
GGTGAAATGC GTAGAGATGT GGAGGAACAC CAGTGGCGAA GGCGACTCTC TGGTCTGTAA
CTGACGCTGA GGAGCGAAAG CGTGGGGAGC GAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG
CCGTAAACGA TGAGTGCTAA GTGTTAGGGG GTTTCCGCCC CTTAGTGCTG CAGCTAACGC
ATTAAGCACT CCGCCTGGGG AGTACGGTCG CAAGACTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG
GCCCGCACAA GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAGG
TCTTGACATC CTCTGACAAT CCTAGAGATA GGACGTCCCC TTCGGGGGCA GAGTGACAGG
TGGTGCATGG TTGTCGTCAG CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG

CAACCCTTGA TCTTAGTTGC CAGCATTCAG TTGGGCACTC TAAGGTGACT GCCGGTGACA
AACCGGAGGA AGGTGGGGAT GACGTCAAAT CATCATGCCC CTTATGACCT GGGCTACACA
CGTGCTACAA TGGACAGAAC AAAGGGCAGC GAAACCGCGA GGTTAAGCCA ATCCCACAAA
TCTGTTCTCA GTTCGGATCG CAGTCTGCAA CTCGACTGCG TGAAGCTGGA ATCGCTAGTA
ATCGCGGATC AGCATGCCGC GGTGAATACG TTCCCGGGCC TTGTACACAC CGCCCGTCAC
ACCACGAGAG TTTGTAACAC CCGAAGTCGG TGAGGTAACC TTAGGAGCCA GCCGCCGAAG
GTGACAGAGA TGGG
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Ek 5. K1 susunun nutrient agardaki koloni yapist

EK 6. Bacillus subtilis’in sporlagma dongiisii (Errington 2003)
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