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YEREL MAYA KULTURLERININ ANJIYOTENSIN DONUSTURUCU
ENZIM iNHIiBITORU URETME POTANSIYELLERININ iNCELENMESI

OZET

Biyoaktif peptitler, viicut fonksiyonlar1 tizerinde olumlu etkilere sahip olan, gidalarda
dogal olarak bulunan proteinlerden c¢esitli yontemlerle elde edilen, saghg
etkileyebilecek spesifik peptitler olarak tanimlanmaktadir. Biyoaktif peptitler,
norotransmiterler, hormonlar veya antibiyotikler gibi davranabildiginden, spesifik
reseptorlerle baglanarak ve hiicrelerle etkilesime girerek fizyolojik fonksiyonlari
pozitif olarak degistirebilirler.

Antihipertansif peptitler arasinda, anjiyotensin doniistiirticii enzim (ADE) peptitlerinin
kan basmcimi disirdigi bildirilmistir. Anjiyotensin doniistliriici enzimin, kan
basincinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi iyi bilinmektedir. Renin-
anjiyotensin sistemi igerisinde ADE, gii¢lii bir vazokonstriktor olan Anjiyotensin I'den
Anjiyotensin II'ye doniisiimiinii katalize eder. Bununla birlikte, ADE vazodilatator
ozelliklere sahip bradikinini hidrolize etme 6zelligine sahiptir.

Protein sekanslart i¢inde etkisiz olan bu peptitler, sindirim enzimleriyle hidroliz
yoluyla, proteolitik mikroorganizmalar tarafindan hidroliz yoluyla ve mikroorganizma
ya da bitki kaynakli proteolitik enzimlerin etkisiyle aktif hale getirilerek elde
edilebilmektedir.

Fermente siitler kolayca sindirilebilir olmanin yani sira saglik {izerinde olumlu etkileri
olan fonksiyonel bilesiklerin bir kaynagidir. Geleneksel fermente siitlerde ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus jensenii, Lactococcus lactis,
Lactococcus cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Entereococcus
faecalis ve Entereococcus faecium suslarinin tek kiltiir olarak ya da kdltiir
kombinasyonu ile fermente edilen siitlerde ADE aktivitesi bildirilmistir. Bununla
birlikte, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae ve Candida
parapsilosis gibi bazi1 maya tiirlerinde ADE aktivitesine sahip peptitlerin {iretimi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda mayalarin patojen olmamalar1 ve genel olarak giivenilir
oldugu kabul edilen (GRAS) maddeler statiisiinde olmalari nedeniyle peptit elde
edilmesinde kullanimlari tercih edilmektedir.

ADE inhibisyonuna sahip antihipertansif ilaglarin kullanimiyla 6ksiirtik, alerji, tat
bozukluklar1 ve cilt degisiklikleri gibi olusan olumsuz yan etkilerden dolayi, gida
proteini kaynakli peptitlerin uygun alternatifler olarak gelistirilmesine yonelik ¢abalar
artmistir.

Maya ve bakteriler tarafindan mikrobiyal fermantasyonla da tiretilebilen bu peptitler
diistik maliyetleri, kolay {retilmeleri ve yiiksek aktiviteleri nedeniyle tercih
edilmektedir. Biyoaktif peptitlerin fonksiyonel ozellikleri ve saglik yararlar1 goz
onlinde bulunduruldugunda literatiir ¢aligmalari, piyasada bulunan sentetik ADE
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inhibe edici ilaglara alternatif dogal kaynaklardan elde edilebilecek bilesenlerin
kesfine odaklanmustir.

Yapilan tez ¢aligmasinda Tirkiye’den ¢esitli bitki, meyve ve geleneksel fermente gida
maddelerinden izole edilmis olan farkli maya izolatlarmin farkli sicaklik ve stirelerde
proteaz iiretme potansiyelleri ve secilen kiiltiirlerin yagsiz siit ortaminda ADE
inhibitdér peptit iiretme potansiyelleri spektrofotometrik olarak incelenmistir.
Calismada Yamadazyma spp. (6 izolat), Cystofilobasidium capitatum (1 izolat),
Rhodosporidiobolus colostri (3 izolat), Hanseniaspora uvarum (7 izolat),
Metschnikowia spp. (8 izolat), Pichia spp. (2 izolat) izolatlar1 sivi besiyerinde
cogaltilmis ve ilk asamada proteolitik aktivitelerinin incelenmesi amaciyla yagsiz siit
iceren bazal besiyerine tek nokta ekim yontemiyle ekim yapilarak 15°C, 25°C ve
35°C’ de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda, koloni
ve hidroliz zon ¢ap1 dlglilmiistiir. Proteaz aktivitesi, koloni ¢apinin (KC) koloni ¢ap1
ve ¢okelme bolgesi toplamina (KC+HZ) boliinmesiyle hesaplanan Pz indeks degerleri
dikkate alinarak degerlendirilmistir. Pz indeks degerlerine gore izolatlarin proteolitik
aktivitesi, Pz<0,40 yiiksek, 0,41<Pz<0,60 orta, 0,61<Pz<0,80 ise diisiik,
0,81<Pz<0,99 ¢ok diisiik, Pz= 1 ise aktivite yok seklinde belirlenmistir.

Calismada 15°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda izolatlarin %51,9’unda proteolitik
aktivite tespit edilmemistir. Inkiibasyon siiresindeki artisla birlikte proteolitik aktivite
de artis gozlenmistir. En yiiksek proteolitik aktivite (Pz= 0,37), 72 saat inkiibasyon
sonucunda Yamadazyma spp. B015-2 izolatinda saptanmustir. 25°C’de 24 saat
inkiibasyon sonucunda izolatlarin %37 sinin diisiik; %33,3 {iniin proteolitik aktivite
gostermedigi ve orta proteolitik aktivite degerine sahip 1 adet izolatin bulundugu
belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi arttik¢a proteolitik aktivite artis gdstermis 72 saat
inkiibasyon sonucunda izolatlarin %37 sinin orta proteolitik aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. 25°C ‘de 48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip izolatlar sirasiyla Yamadazyma spp. B514-2 ve ve Hanseniaspora
spp. SE-42’dir. 35°C’de de en yiiksek proteolitik aktivite Yamadazyma spp. B514-2
izolatinda tespit edilmistir. Ancak Yamadazyma spp. B514-2 izolati, 25°C’de daha
yiiksek proteolitik aktivite gostermistir. Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 25°°de
48 ve 72 saat inkiibasyon sonucunda Pz indeks degerleri sirasiyla 0,33 ve 0,20, 35°C
icin her iki inkiibasyon siiresi i¢in 0,30 olarak belirlenmistir.

Inkiibasyon siiresinin artmasina bagl olarak farkli sicaklik degerlerinin her birinde
izolatlarin proteolitik aktivitelerinin arttig1 gézlenmistir. Mayalarin 25°C sicakliginda
24 saat inkiibasyon sonucundaki Pz indeks aktiviteleri 0,60—1 araliginda
degismekteyken; 48 saat inkiibasyon sonucunda 0,33—1 araliginda; 72 saat inkiibasyon
sonucunda ise 0,20-1 arasinda proteolitik aktiviteleri degismektedir. Mayalarin
proteaz iiretimine inkiibasyon siiresinin etkisi, her izolat igin her inkiibasyon
sicakliginda ayr1 ayr1 Duncan c¢oklu aralik testi ile incelenmis ve sicakligin etkisinin
istatistiksel olarak Onemli oldugu belirlenmistir (p < 0,05). Ayrica inkiibasyon
sicakliginin proteaz liretimine etkisinin izolatlara gore farklilik gosterdigi tespit
edilmistir.

Farkli  inkiibasyon  sicakliklarinda  gozlemlenen  sonuglar  birbirleriyle
karsilastirildiginda 25°C sicaklikta gelisen suslarin daha fazla proteolitik aktiviteye
sahip oldugu belirlenmis ve calismanin ikinci asamasinda 25°C’de inkiibasyon
sicakliginda ve 24, 48 saat ADE inhibitor aktivitesi incelenmistir.
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Tez c¢aligmasiin ikinci asamasinda, farkli proteolitik aktiviteye sahip 13 izolat
secilerek mikrobiyal fermantasyon ile ADE inhibitor etkisinin incelenmesi ve ADE
inhibitdr treticisi kiltiirler belirlenmistir.

ADE inhibitdr peptit iiretimi igin protein kaynag1 olarak yagsiz siit kullanilmistir. On
inkiibasyonla gelistirilen izolatlar yagsiz siitte 25° C’de 150 rpm karistirma hizinda 24
ve 48 saat sliresince gelistirildikten sonra 10000 g, 4°C ve 10 dk santrifiijle siipernatant
ve pellet kisimlar1 ayrilmistir. Elde edilen silipernatantlar daha sonraki analizlerde
kullanilmak iizere steril viallere alinarak -40°C’ de saklanmuistir.

Mikrobiyal fermantasyon ile elde edilen siipernatantlarin ADE inhibitor aktivitesi;
inhibitér madde varliginda ADE c¢alismasinin engellenmesi sonucunda hippuril-L-
histidilL-16sin (HHL) substratinin hippiirik aside doniisiimiinin 6nlenmesi prensibine
dayanan yontemle tespit edilmistir. Olusan hipplirik asit miktar1 spektrofotometrik
yontem araciligiyla degerlendirilmistir.

Hidroliz siiresindeki artisa bagl olarak hidrolizatlarin ¢ogunlugunda ADE inhibitor
aktivitelerinin azaldig1 goriilmistiir. SE-42, SK-14, SU-4 ve B010 izolatlarinda ise
ADE inhibisyon aktivitelerinde zamana bagl artis oldugu gozlenmistir. 24 ve 48 saat
inkiibasyon sonucunda ise farkli mayalarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu
sonucuna ulagilmistir. ADE inhibitor aktiviteye sahip oldugu tespit edilen suslarin
inhibisyon degerleri % 8,60 - % 36,12 arasinda degismektedir. 24 saat inkiibasyon
sonucunda ADE inhibisyon aktivitesi en yliksek olan izolatin B514-1 izolati1 oldugu
goriilmustiir. 48 saat inkiibasyon sonucunda ise BO10 kodlu izolatin en yiiksek ADE
aktivitesi gosterdigi sonucu elde edilmistir.

Son olarak 13 farkli maya izolatinin 24 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen ADE
inhibisyon aktiviteleri ve Pz indeks degerleri karsilastirilmistir. 24 saat inkiibasyon
siiresi sonunda yiikksek ADE inhibitor aktivite gozlemlenen B514-1 numaral
Yamadazyma spp. izolatinin Pz indeks degerinin 0,95 oldugu goriilmiistiir. Ayni
inkiibasyon kosullarinda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin ise 0,59 Pz
indeks degeriyle BO15-1 Cystofilobasidium spp. izolati oldugu ve ADE inhibitor
aktivitesinin ise % 20,77 oldugu belirlenmistir. En diisik ADE inhibitor aktivitesine
sahip izolat ise SK-14 kodlu Hanseniaspora spp. olup Pz indeksi 0,64 tiir.

Ayni sekilde 13 farkli maya izolatinin 48 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen
ADE inhibisyon aktiviteleri ve Pz indeks degerleri de karsilastirilmistir. 48 saat
inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek ADE inhibitor aktivitesi gosteren izolatin BO10
Yamadazyma spp. oldugu ve Pz indeksinin 0,60 oldugu goriilmiistiir. Ayn1 inkiibasyon
kosullarinda en yliksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin ise 0,33 Pz indeks degeriyle
B514-2 Yamadazyma spp. izolatt oldugu ve ADE inhibitor aktivitesinin ise % 14,29
oldugu gorilmistir. En disik ADE aktivitesine sahip izolat ise B5-1 kodlu
Rhodosporidiobolus spp. olup Pz indeksi 0,58 dir.
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INVESTIGATION OF THE PRODUCTION POTENTIALS OF THE
ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME INHIBITOR ON LOCAL YEAST
CULTURES

SUMMARY

Bioactive peptides which have many effects on health such as opioid, antihypertensive,
antimicrobial are among the prominent issues in this field. Bioactive peptides are
defined as specific peptide fragments, which have positive effects on body functions,
can be effected by various methods from naturally occurring proteins in foods and can
affect health. Bioactive peptides can act as neurotransmitters, hormones or antibiotics.
Thus, they could alter physiological functions by binding to specific receptors and
interacting with the cells.

Among antihypertensive peptides, angiotensin converting enzyme (ACE) peptides
have been reported to decrease blood pressure. It is well known that the angiotensin
converting enzyme plays an important role in adjustment blood pressure. In the renin-
angiotensin system, ACE which is a potent vasoconstrictor catalyzes the conversion
of Angiotensin | to Angiotensin Il. However, ACE has the ability to hydrolyze
bradykinin with vasodilator properties.

These peptides, which are ineffective in protein sequences, can be obtained by
hydrolysis with digestive enzymes and proteolytic microorganisms and by activation
of the microorganism or plant-derived proteolytic enzymes.

In addition to being easily digestible, fermented milk is a source of functional
compounds with positive effects on health. ACE activity has been reported in
traditional fermented milk and milk fermented with a culture or cultures combinations
of Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acid, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus caseli,
Lactobacillus jensenii, Lactobacillus casei, Lactobacillus jensenii, Lactococcus lactis,
Lactocaccus cremoris, Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris, Entereococcus
faecalis and Entereococcus faecium strains. In addition to this, production of peptides
having ADE activity in some yeast species such as K. marxianus, Saccharomyces
cerevisiae and Candida parapsilosis has been reported. At the same time, yeasts are
not pathogenic and in generally recognized as safe (GRAS) status therefore they are
preferred in obtaining the peptide.

Efforts to develop food protein-derived peptides as suitable alternative have increased
due to the side effects of antihypertensive drugs having ACE inhibition such as cough,
allergy, taste disorders and changes observed on skin.

These peptides, which can be produced by microbial fermentation by yeast and
bacteria, are preferred because of their low costs, easy production and high activity. In
view of the functional properties and health benefits of bioactive peptides, literature
studies have focused on the discovery of components that can be obtained from
alternative natural sources for commercially available synthetic ADE inhibitor drugs.
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In the first stage of the thesis, protease producing potentials at different temperatures
and incubation times of different yeast isolates obtained from various plants, fruit and
traditional fermented foods in Turkey and ACE inhibitory peptide generation
potentials in non-fat milk medium of selected -cultures were examined
spectrophotometrically. In the study, Yamadazyma spp. (6 isolates), Cystofilobasidium
capitatum (1 isolate), Rhodosporidiobolus colostri (3 isolates), Hanseniaspora
uvarum (7 isolates), Metschnikowia spp. (8 isolates), Pichia spp. (2 isolates) isolates
were grown in liquid medium and it was cultured with single point sowing method to
basal medium including skimmed milk for examining proteolytic activities. They were
incubated at 15°C, 25°C and 35°C for 24, 48 and 72 hours. At the end of the
incubation, colony and hydrolysis zone diameters were measured. Protease activity
(Pz index value) was calculated by the ratio of colony diameter to total colony diameter
and sedimentation region. Results were evaluated according to activity ranges used by
Galan-Ladero et al. (2010). Ranges of activity according to Pz index were specified:
high, Pz<0.40; medium, Pz=0.41-0.60; low, Pz=0.61-0.80; very low, Pz=0.81-0.99;
none, Pz =1.

In this study, proteolytic activity was not detected in 51.9% of isolates after 24 hours
incubation at 15°C. Proteolytic activity increased with increasing incubation time. The
highest proteolytic activity (Pz = 0.37) was obtained by 72 hours incubation with
Yamadazyma spp. BO15-2. Incubation at 25°C for 24 hours resulted in low activity for
37% of the isolates. Also, it was found that 33.3% of the isolates did not show
proteolytic activity and there was one isolate with medium proteolytic activity value.
After 72 hours incubation, 37% of the isolates showed medium proteolytic activity.
The isolates with the highest proteolytic activity after incubation at 25°C for 48 and
72 hours were Yamadazyma spp. B514-2 and Hanseniaspora spp. SE-42, respectively.
At 35°C, the highest proteolytic activity was detected in Yamadazyma spp. B514-2
isolate. However, the isolate of Yamadazyma spp. B514-2 showed higher proteolytic
activity at 25°C. As a result of 48 and 72 hours incubation at 25°C, Pz index values of
the Yamadazyma spp. B514-2 isolate were determined as 0.33 and 0.20, respectively
and 0.30 for both incubation times at 35°C.

It was observed that the proteolytic activities of the isolates increased in each of the
different temperature value due to the increase of incubation time. Pz index activities
of yeasts after 24, 48 and 72 hours incubation at 25°C were found in the range of 0.60
-1; 0.33 - 1; 0.20 — 1, respectively. The effect of incubation time on the protease
production of yeasts was investigated by Duncan multiple interval test at each
incubation temperature for each isolate and the effect of temperature was statistically
significant (p <0.05). In addition, it was found that the effect of incubation temperature
on protease production demonstrate difference according to the isolates.

When the observed results at different incubation temperatures were compared with
each other, it was determined that the strains incubated at 25°C had more proteolytic
activity and therefore in the second stage of the study, ACE inhibitory activity were
examined at 25°C incubation temperature for 24 and 48 hours.

In the second part of the thesis, 13 isolates with different proteolytic activity were
selected and the ACE inhibitor effect by microbial fermentation and ACE inhibitor
producer cultures were determined.

Skimmed milk was used as protein source for ACE inhibitor peptide production. The
isolates developed by pre-incubation were developed in skimmed milk at 25°C at a
stirring speed of 150 rpm for 24 and 48 hours, and the supernatant and pellet fractions
were separated by centrifugation at 10000 g, 4°C and 10 minutes. The obtained
supernatants were transferred to sterile vials for further analysis and stored at -40°C.
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ACE inhibitor activity of the supernatants obtained with microbial fermentation was
determined with princible of inhibition of the conversion of hippuril-L-histidylL-
leucine (HHL) substrate to hippuric acid in consequence of ACE activity inhibition in
the presence of inhibitory substance. The amount of hippuric acid was evaluated by
spectrophotometric method.

It was observed that ACE inhibitor activities decreased in the majority of hydrolysates
due to the increase in hydrolysis time. SE-42, SK-14, SU-4 and B010 isolates showed
a time-dependent increase in ACE inhibition activities. As a result of 24 and 48 hours
incubation, it was concluded that different yeasts were statistically different from each
other. Inhibition values of strains detected to have ACE inhibitory activity were ranged
from 8.60% to 36.12%. After 24 hours incubation, B514-1 isolates had the highest
ACE inhibition activity. At the end of 48 hours incubation, B010 coded isolate showed
the highest ACE activity.

Finally, ACE inhibition activities and Pz index values obtained after 24 hours
incubation of 13 different yeast isolates were compared. At the end of the 24 hour
incubation period, the Pz index value of Yamadazyma spp. isolate (isolate number
B514-1) with highest ACE inhibitory activity was 0.95. B015-1 Cystophilobacidium
spp. isolate had the highest proteolytic activity with 0.59 Pz index value under the
same incubation conditions and ACE inhibitory activity was found 20.77%. The
isolates with the lowest ACE inhibitory activity were SK-14 coded Hanseniaspora
spp. and Pz index was 0.64.

Likewise, ACE inhibition activities and Pz index values obtained by incubation of 13
different yeast isolates for 48 hours were compared. At the end of the 48 hours
incubation period, the highest ACE inhibitor activity was B010 Yamadazyma spp. and
Pz index was 0.60. B514-2 Yamadazyma spp. isolate had the highest proteolytic
activity under the same incubation conditions with 0.33 Pz index value of and ACE
inhibitory activity was 14.29%. The isolate with the lowest ACE activity was
Rhodosporidiobolus spp. with B5-1 code and Pz index was 0.58.
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1. GIRIS

Glinlimiizde, diyabet, obezite, oksidatif stres, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar
(KVH) ve agir enfeksiyonlar gibi ¢ok sayida hastaliklar, fizyolojik ve morfolojik
bozukluklar yagam kalitesini etkilemektedir. Bu bozukluklarin bir¢ogu sentetik katki
maddelerinin kétiiye kullanimi, dengesiz diyetler, radyasyona maruz kalma ve giiclii
viriislerle iliskilidir (Saadi ve dig., 2015). Bu nedenle, son on y1l i¢erisinde, dejeneratif
hastaliklarla savasabilecek yeni ilaclar ve fonksiyonel gida {iriinlerinin arastirilmasi ve
gelistirilmesine yonelik calismalar artmistir. Dogal kaynaklar bu baglamda 6zellikle
dikkat c¢ekmektedir. Bu yeni {irlinlerin bazilari, yeni ilaglar, nutrasitikler ve
fonksiyonel gida bilesenlerinin kesfedilmesinde olaganiistlii avantajlara ve biyolojik
etkinliklere sahip olan peptitler gibi kiigiik molekiillerdir (Badiani, 2002; Newman &
Cragg, 2007;Newman & Cragg, 2012;Uhlig ve dig., 2014; Nooshkam & Madadlou,
2016). Biyoaktif peptitler, enzimatik hidroliz tarafindan iiretilen ve kan akigina
ulagsmak i¢in bagirsak enterositler tarafindan absorbe edilen, viicut fonksiyonlar1 ve
kosullari tizerinde yararli biyolojik aktivite uygulayan kisa zincirli peptitlerdir (Sayari
ve dig., 2016; Wang ve dig., 2016). Biyoaktif peptitler, genellikle molekiil bagina 2 ile
20 amino asit igerir, ancak bazi durumlarda 20'den fazla amino asitten olusabilir
(Erdmann ve dig., 2008). Amino asitlerin dizilimine bagli olarak, bu peptitler, mineral
baglanma, immiinomodiilatér, antimikrobiyal, antioksidan, antitrombotik,
hipokolesterolemik ve antihipertansif etkiler dahil olmak iizere ¢esitli aktiviteler

gosterebilmektedirler (Coscueta ve dig., 2016).

Diinya Saglik Orgiiti'ne (WHO) gore, kardiyovaskiiler hastaliklar diinya iizerindeki
6liim nedenleri arasinda en st sirada yer almaktadir (WHO, 2014). Beslenme, damar
tikanikligi, koroner kalp hastalifi, felg ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
hastaliklarin (KVH) 6nlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (lwaniak ve dig.,
2014; Boschin ve dig., 2014; Hanafi ve dig., 2018). Kardiyovaskiiler hastaliklarin en
onemli risk faktorii, kan damarlarinda siirekli yiiksek basing ile kendini gdsteren bir

durum olan hipertansiyondur. Tansiyon ilaclari, 6zellikle de anjiyotensin-I-



doniistiiriici  enzimin (ADE) inhibitorleri renin-anjiyotensin sistemindeki kan

basincini diizenlemek i¢in kullanilir (Boschin ve dig., 2014).

ADE, aktif hipertansif hormon anjiyotensin II'nin inaktif prohormon anjiyotensin I'den
iiretilmesinde bir katalizordiir ve bir vazodilatér olan bradikinin pargalanmasinda rol
oynar (Jang ve dig., 2011; Daskaya-Dikmen ve dig., 2017). Aktif hipertansif
bradikinin, bradikininojenden olusur ve kinaz II'nin hareketleri vasitasiyla aktif
olmayan fragmanlara doniisiir. Bu sekilde, sabit kan basinci, hipertansif peptit,
anjiyotensin Il ve hipotansif peptit bradikinin tarafindan korunur (Jang ve dig., 2011).
ADE'nin kan basincinin diizenlenmesindeki 6nemli rolleri nedeniyle, bu enzimin
inhibisyonu hipertansiyon tedavisinde (Coppey ve dig., 2006) kullanilmistir.
Captopril, benzapril, enalapril, fosinopril ve lisinopril gibi ADE inhibe edici ilaglarin
ve dogal ADE inhibe edici peptitlerin, antihipertansif etki gosterdikleri bildirilmistir
(Lee & Hur, 2017).

llaglarin etkinliginin yam1 sira kuru Oksiiriik, tat bozukluklar1 ve uzun siireli
kullanimdan kaynaklanan deri dokiintiileri bu inhibitorlerin bazi yan etkileri olarak
bildirilmistir (Cheung ve dig., 2009; Gu & Wu, 2013). Bu nedenle, son yillardaki
caligmalar bitki 6zleri gibi biyolojik kaynaklara yonelmistir.

Biyoaktif peptitler, amino asit sekansina bagli olarak, kardiyovaskiiler, sindirim,
bagisiklik ve sinir sistemlerini etkileyebilir. Bu nedenle, farkli diyet peptit
sekanslarmin, kronik hastalik riskini azaltarak veya dogal bagisiklik korumasini
artirarak insan sagligini gelistirme potansiyeli son yillarda bilimsel arastirmalarda
artisa neden olmustur. Bu faydali saglik etkileri, 6rnegin antimikrobiyal, antioksidan,
antitrombotik, antihipertansif ve immiinomodiilator aktiviteler bilinen bir¢ok peptit
sekansina baglanabilir (Fitzgerald & Meisel, 2003; Shimizu, 2004).

Gilinlimiizde, siit proteinleri, biyoaktif peptitlerin en 6nemli kaynagi olarak kabul
edilmektedir ve siit protein hidrolizatlarinda ve fermente siit iirlinlerinde birgok
biyoaktif peptit tanimlanmistir (Schanbacher ve dig., 1998; Meisel, 1998; Clare &
Swaisgood, 2000; Kilara & Panyam, 2003; Meisel, 2004; FitzGerald ve dig., 2004;
Silva & Malcata, 2005; Korhonen & Pihlanto, 2007).

Biyoaktif peptilerin igerisinde yer alan ADE inhibitor peptitlerin elde edilmesinde pek

cok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda mikrobiyal proteaz



aracilifiyla siit proteinlerinden ADE inhibe edici peptitlerin varliginin tespit edilmesi

amaglanmstir.

1.1 Tezin Amaci

Liteartiirde yapilan ¢alismalar bitkisel ve hayvansal kaynaklarin yani sira mikrobiyal
kaynaklardan da fonksiyonel bilesenler elde edildigini gostermektedir. Anjiyotensin
Doniistiiriicii Enzim (ADE) inhibitorii peptit iceren fermente siitler proteaz aktivitesine
sahip laktik asit bakterisi veya mayalar kullanilarak iiretilebilmektedir. Biyoaktif
Ozellik gosteren farkli bilesenler mikroorganizmalar ile hizli, kolay, ucuz, toksik
olmayan ve modern tekniklerle tretilebilmektedir. Yapilan tez galigmasi ile ADE
inhibitorii  bilesenlerin  yararli mikroorganizmalarca iretilme potansiyelinin
arastirilmas1 amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan calismalarla ADE inhibitorii

metabolit tireticisi suslar ve ADE inhibitor aktivitelerin belirlenmesi hedeflenmistir.
Yiiksek lisans tezi kapsaminda yapilan ¢aligmalarin temel amaci;

e Tirkiye’ den toplanan c¢esitli bitki, meyve ve geleneksel fermente gida
maddelerinden izole edilerek tanimlanmis sogukta aktif ve mezofilik maya

izolatlarinin proteolitik aktivitelerinin degerlendirilmesi,

e Yiiksek proteolitik aktiviteye sahip suslarin Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
(ADE) inhibitor etkisinin incelenmesi ile ADE inhibitor metabolit iireticisi

kultirlerin belirlenmesidir.

Tez caligmast kapsaminda yapilan ¢aligmalarin ilk asamasinda kiiltiirler proteolitik
aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir. Sonraki asamada ise, se¢ilen kiiltiirlerin
protein kaynagi olarak yagsiz sitiin kullanildigi besiyeri ortaminda {irettigi

metabolitlerin ADE inhibitor etkinligi spektrofotometrik olarak belirlenmistir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Biyoaktif Peptitler

Biyoaktif peptitlerin ilk kez 1950” de Mellander tarafindan kullanildig: bildirilmistir.
Mellander kazeinden tiiretilen fosforlanmis yapiya sahip bir dizi peptitin, bebeklerde
kalsifikasyonu destekleyebilecegini one siirmiistiir ve bu konuda c¢ok fazla bilgi
toplanmistir (Martinez-Medina ve dig., 2019). Biyoaktif peptitler insan viicut
fonksiyonlarma pozitif bir etki saglayan ve fizyolojik etkileri bildirilen protein
kaynakli biyomolekiillerdir (Martinez-Medina ve dig., 2018; Arshad ve dig., 2019).
Peptitler, amino asitlerden olusan proteinlere benzer, ancak proteinlerden daha az
sayida amino aside sahip olmalari bakimindan farklilik gosterir. Genel olarak,
peptitlerin ortalama molekiiler agirlhigi <10 kDa iken, proteinler 10 kDa' dan daha
biiylik molekiil agirhigmna sahiptir. Biyoaktif peptitlerin ¢ogu, gida proteinlerinin
polipeptit zincirlerinde bulunan amino asit dizileri olarak ortaya ¢ikar. Dogal polipeptit
dizisinin bir pargasi oldugunda, peptit dizilerinin fizyolojik aktiviteler gostermedigi ve
aktif olmadigi1 bilinmektedir. Bununla birlikte enzimatik veya kimyasal hidrolizle
tiretilen serbest peptitler fizyolojik olarak aktif hale gelebilmekte (biyoaktif) ve tedavi
amagli besinlerin bilesiminde fonksiyonel bilesenler olarak kullanilabilmektedir
(Paliyath & Jackson, 2011).

Gida proteinleri; fonksiyonel o6zelliklere sahip oldugu bilinen cesitli biyoaktif
peptitlerin kaynag: kabul edilmistir. Genel olarak, orijinal proteinin iginde inert olan
ancak parcalandiginda aktif hale gelen biyoaktif peptitlerin, genellikle 2-20 amino asit
icerdigi rapor edilmistir (Himaya ve dig., 2012). Biyoaktif peptitler, saglig1 tesvik
eden, biyolojik etkinlikleri yiiksek, dokulardaki diisiik birikimleri, yiiksek yapisal
cesitlilikleri, diisik molekiil agirliklart ve ucuz hammaddelerden f{iretilir olma

yetenekleri nedeniyle tercih edilmektedir (Agyei ve dig., 2016).

Antioksidan, opioid, hipotansif, antimikrobiyal, antitrombotik ve immiinomodiilatér
peptitler gibi ¢esitli fizyolojik etkileri ile siit, peynir, et, balik, bitki ve yan tirtinlerden
izole edilen biyoaktif peptitlere odaklanan ¢ok sayida g¢alisma bulunmaktadir
(Korhonen & Pihlanto, 2006; Contreras ve dig., 2009; Ryan ve dig., 2011; Udenigwe



& Howard, 2013; Jung ve dig., 2016; W.-S. Kim ve dig., 2016; Lin ve dig., 2016; Lee
& Hur, 2017).

Gida proteinlerinden elde edilen gesitli peptitlerin kan basincini diisiirme, oksidatif
bilesiklerin  slipiiriilmesi/notrlestirilmesi, kan  lipid/kolesterol  indirgemesi,
kalsiyum/mineral emilimini artirma, mikrobiyal gelismenin engellenmesi ve timor

olusumunun 6nlenmesini igeren gesitli biyoaktif 6zellikleri bulunmaktadir (Sekil 2.1).

Antioksidan
Aktiviteler

Antihipertansif
Aktivite

Antimikrobiyal
Aktivite

fmmiinomodiila
tor Ozellikler

Antikanser
Ozellikleri

Gida
Proteini
kaynakli
peptitler

Lipit Diisiiriicti
Ogzellikler

Antiinflamatuar
Ogzellikler

Karaciger

Artan Mineral Hastalig1
_Emme Tedavisi
Ozellikleri (Yiiksek Fischer

Cok islevli orani peptitleri)

Ogzellikler

Sekil 2.1 : Insan sagligmin tesviki ve hastaligin nlenmesi ile ilgili gida proteini
kaynakli peptitlerin biyoaktif 6zellikleri.

Bununla birlikte tek bir peptitin bu 6zelliklerin birden fazlasina sahip olabilecegi
bildirilerek bu tip peptitler, ¢cok islevli peptitler olarak adlandirilmiglardir. Literatiirde
yapilan ¢alismalarda bazi peptitlerin ayn1 anda antihipertansif, antioksidan ve
antikanser 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir (Paliyath & Jackson, 2011).

Baz1 gida proteinlerinden ¢ok fonksiyonlu peptitlerin kesfedildigi ve fizyolojik olarak

birden fazla 6nemli biyoaktif 6zellige sahip oldugu bildirilmistir. Siit proteinleri



lizerine yapilan c¢alismalarda, tripsin-katalizli sindirimle asi-kazeinden (f194-199)
tiretilmis bir heksapeptidin (TTMPLW), hem ADE inhibe edici hem de
immiinomodiilatér aktiviteler sergiledigini gorilmustir (Meisel, 2004). B-
laktoglobulin kaynakli B-laktorfinin (YLLF), ADE aktivitesini inhibe ettigi ve ayrica
opioid benzeri aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Pihlanto-Leppéld, 2000;
Udenigwe & Aluko, 2012).

Terapotik gidalarin formiilasyonu i¢in uygun olan biyoaktif peptitlerin molekiil
agirhigl, genellikle 1 kDa' dan azdir, ancak molekiil agirliklar1 3 kDa’ a kadar olan
peptitler tanimlanmigtir. Diisiik molekiiler agirlikl peptitler gastrointestinal sistemden
(GIS) gegis sirasinda enzimatik hidrolize direng gosterebilmelerinden otiirii daha ¢ok
tercih edilmektedir. Peptitlerin diisiik molekiil agirhginda olmalar1 ¢esitli hedef
organlara tasindiklari kan dolasim sistemi i¢inde daha kolay emilebilmesini de
saglamaktadir. Buna karsilik, yiiksek molekiiler agirlikli peptitlerin, gastrointestinal
kanaldan geg¢iste sindirim enzimleri tarafindan pargalanma ihtimali de bulunmaktadir.
Ayrica ¢ogu durumda, yapisal bozulma, peptiti daha az aktif ve hatta inaktif hale
getirebilmektedir. Bununla birlikte, bazi durumlarda, peptitler gastrointestinal

sistemden gegis sirasinda daha fazla emilebilir veya aktif forma doniistiiriilebilir.

Fonksiyonel gidalar ve nutrasotik maddelerin bilesiminde yer alacak biyoaktif
peptitlerin eldesi amaciyla asit veya alkali reaktiflerle kimyasal hidroliz kullaniminin
insan sagligr iizerinde zararli yan iriinlerin agiga cikmasi potansiyelinden dolay:
enzimatik sindirim tercih edilir. Enzimatik uygulama ile yiiksek verimlilikte ve
istenmeyen yan triinler icermeyen iyi tanimlanmis peptitler tiretilebilmektedir. Ayni
zamanda kimyasal hidrolizin, peptitlerin beslenme ve fizyolojik aktiviteler i¢in gerekli
form olan L-amino asit formuna tahrip ettigi ifade edilmektedir. Notrlestirme islemi
ile agir1 yiiksek tuz seviyelerine yol agabilirken; kimyasal reaktiflerin kullanimi, gida
tirlinlerinde protein par¢alama kullanimini engelleyebilen asit veya alkali kalintisinin

yiiksek oldugu bilinen bir iiriin agiga ¢ikarabilir (Paliyath & Jackson, 2011).

Biyoaktif peptitlerin yararlarina ragmen, in vitro ve in vivo ¢alismalarin sonuglarindaki
belirsizlik nedeniyle gastrointestinal ve dolagim sistemindeki davraniglari, gida isleme
ve depolamada uzun siireli stabilitesi (Hernandez-Ledesma ve dig., 2011) ve olasi
alerjenik reaksiyonlar (Carrasco-Castilla ve dig., 2012) ve gida matrisleri ile

etkilesimleri konusunda daha kapsamli caligmalara ihtiya¢ duyulmasi endiistriyel



tiretime gecisi sinirlandirmaktadir (Korhonen & Pihlanto, 2006; Samaranayaka & Li-
Chan, 2011).

2.1.1 Biyoaktif peptit iiretimi icin gida kaynaklar

Proteinler, amino grubu (-NH2), karboksil grubu (-COOH), hidrojen ve -R grubu
iceren amino asitler adi verilen molekiiler birimlerden olusan biyopolimerlerdir. Her
birim, kendine 6zgii yapilar ve duyusal, besinsel ve fonksiyonel islevler gosteren
ozelliklere sahiptir (Vaclavik & Christian, 2008).

2.1.1.1 Hayvansal kaynakh proteinler

Son yillarda, hayvansal protein kaynaklarmin 6nemli bir fonksiyonel protein
hidrolizati kaynagi olmasinin yani sira, gida endiistrisi yan tiriinleri de biyolojik olarak
tyilestirme i¢in bir firsat olmustur (Martinez-Medina ve dig., 2018).

Uzun yillar boyunca, siit immiinolojik koruma saglayan molekiillerin kaynag: olarak
kabul edilmistir. Siitiin ayrica besinsel faydalari1 vardir ve en zengin biyoaktif madde
kaynaklarindan biridir (Clare & Swaisgood, 2000). Son zamanlarda, bu zengin
gidadaki proteinlerden tiiretilen belirli bir bilesik grubu olarak biyoaktif peptitler
dikkat gcekmektedir. Siit proteinleri temel olarak kazeinler (% 80' i temsil eder, s1-, Os2-
,B- ve a-kazein'e boliinmiis) ve peynir altt suyu proteinlerinden (diger % 20, a-
laktoalbtimin ~ B-laktoglobulin,  gliko-makropeptit,  proteaz ~ pepton 3,
immiinoglobulinler ve sigir serum albiimini) olusur (Martinez-Medina ve dig., 2018).
Siit, %3,5 protein igerigi ile en ¢ok ¢alisilan fonksiyonel peptit kaynagidir (Clare &
Swaisgood, 2000). Enzimatik hidroliz yoluyla, siitten iiretilen ¢ok ¢esitli biyoaktif
peptidin, antihipertansif, antimikrobiyal, opioid, mineral baglayici, antidiyabetik,
antioksidan ve immiinomodiilatér etkileri oldugu bildirilmistir (Nongonierma &
FitzGerald, 2015; Martinez-Medina ve dig., 2018). Ayrica, arastirmalar peptit
tiretiminde pek ¢ok farkl siit tiiriinlin (s1g1r, kegi, yak veya hatta deve) bakteri veya
fungal enzimler ile farkli hidroliz islemlerinde kullanildigini bildirmektedir (Mao ve
dig., 2011; Moslehishad ve dig., 2013; Ahmed ve dig., 2015). Peynir alt1 suyu hidrolizi
ile ADE inhibisyonu, mineral baglama veya opioid aktiviteleri gibi fonksiyonlara
sahip peptitlerin elde edildigi bildirilmistir (Yadav ve dig., 2015).

Et, evcil hayvanlardan (sigirlar, keciler, kiimes hayvanlari) veya vahsi av
hayvanlarindan elde edilen yenilebilir et olarak tanimlanir. Et nemli bir besindir ve

tiiketiciler i¢cin hayvansal proteindeki ilk se¢eneklerden biridir (Lafarga & Hayes,



2014). Et, su, azotlu bilesikler, lipitler, vitaminler, karbonhidratlar ve mineraller igerir.
Miyofibriller, sarkoplazmik ve bag dokusu olmak {izere {i¢ ¢gesit protein etin % 19' unu
olusturur. Baslica myofibriller proteinleri; miyozin ve aktin, sarkoplazmik proteinler;
enzimler ve miyoglobin (ete renk veren) ve bag dokusundaki baslica proteinler ise
kollajen ve elastindir (Martinez-Medina ve dig., 2018). Kan, hayvan kesimlerinden
tiiretilen bir bagka ilging ve bol proteinli kalintidir; su, proteinler, hiicreler, enzimler
ve inorganik bilesiklerden olusur sirasiyla % 30 - % 40 ve % 60' 1 temsil eden kan
hiicreleri ve plazma olmak iizere iki bilesenden olusur. Kan; albiimin, fibrinojen,
immiinoglobulinler, hemoglobin, protrombin ve transferrin gibi proteinler bakimindan
zengindir (Bah ve dig., 2013). Hayvanlardan kesim yoluyla iiretilen iriinler (gelenek,
kiiltiir ve dine baglh olarak) deri, kemikler, boynuz, ayaklar, tiiyler, bagirsaklar, et ve
kandir. Bunlar protein bakimindan zengin iiriinlerdir ve antioksidan ve ADE inhibitor
etkilerinin bildirilmesiyle fonksiyonel peptit iiretiminde (Di Bernardini ve dig., 2011)
substrat olarak kullanilabilmektedir (Li ve dig., 2007; Castellano ve dig., 2013; Bah
ve dig., 2016).

Deniz organizmalar1 diinyadaki organizmalarin yarisini temsil etmektedir (Kim &
Wijesekara, 2010) ve fonksiyonel peptitler; amino asit kompozisyonlari nedeniyle ¢ok
cesitli islevsellikler sergileyen, biyoaktif potansiyele sahip protein kokenli
molekiillerin tiretiminde hammadde olarak gorev yapabilmektedirler (Harnedy &
FitzGerald, 2012). I¢ organlar, deri, balik baslari, kemikler, yiizgecler ve kabuklu
kabuklar gibi yan triinleri peptit tiretiminde kullanmak miimkiindiir (Pfeiffer, 2003).
Hem omurgalilar hem de omurgasizlar i¢in, en bol bulunan proteinler miyozin, aktin
ve kollajendir (Di Bernardini ve dig., 2011) ve bunlardan biyofonksiyonel peptitlerin
tiretilmesi miimkiindiir. Deniz canlilar1 kaynakli peptitlerde en belirgin aktivitelerin,
antioksidan, mineral baglayici, antihipertansif, antikoagulan ve antimikrobiyal
aktiviteler oldugu bildirilmistir (Kim & Wijesekara, 2010)

2.1.1.2 Bitki kaynakh proteinler

Peptit iiretimi agisindan proteazin spesifikligi ve ¢ok ¢esitli hammadde arayis1 g6z
oniline alindiginda protein kaynaklar1 dnemli bir konudur. Bitkisel protein kaynagi
olarak soya fasulyesi,piring, misir, bezelye ve dig. onemli yer tutmaktadir.

Soya fasulyesi, yenilebilir yaglar ve izole soya proteini izolati gibi insan tiiketimine
yonelik birg¢ok iiriin i¢in kaynak olarak kullanilan % 36 protein igeren bir baklagildir.

Soya proteini izolati, B-konglisinin ve glisinin olmak iizere iki ana globulin proteini



icermektedir (Thrane ve dig., 2016). Protein igerigi yiiksek bir baklagil olan, soya
fasulyesinin biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Martinez-Medina ve dig.,
2018). Farkli enzimlerin (fungal proteazlar dahil) kombinasyonu ile soya
proteinlerinden elde edilen hidrolizatlarin, in vitro antioksidan, antihipertansif veya
immiinomodiilator etkiler gosterdigi bildirilmistir (Kong ve dig., 2008; Beermann ve
dig., 2009; Gu & Wu, 2013).

Piring, Japonya gibi yiiksek tiiketim oranina sahip bazi iilkelerde en 6nemli bitkisel
protein kaynagini olusturmaktadir (Hoogenkamp ve dig., 2016). Ogiitiilmiis piringten
veya hipoalerjenik oldugu disiiniilen kabugu kirilmis ¢ekirdek igleriyle piring ununa
islendiginde bile bu iiriindeki proteinin biiyiik kismi kalmaktadir (Amagliani ve dig.,
2016). Alblimin, globiilin, glutelin ve prolamin gibi ¢esitli proteinler ¢dzliniirliikklerine
bagli olarak pirincin toplam protein igeriginin farkli kisimlarini olusturmaktadir
(Amagliani ve dig., 2017). Monascus purpureus kiifii ile piring fermantasyonuyla elde
edilen peptitlerin in vivo (Martinez-Medina ve dig., 2018) veya in vitro antihipertansif
etkisinin oldugu bildirilmistir (Kuba ve dig., 2009).

Masir, diinya genelinde tarimi yapilan bir bitkidir ve diinya niifusunun yani sira hayvan
yemi i¢in de temel bir bilesen olarak kabul edilir (Pechanova ve dig., 2013). Tahul,
alkol, viski, glikoz, yag, bira, sirke ve un iiretimi i¢in uygundur ve protein igerigi
endospermde %76, tohumda ise %24 gibi hububatin farkli kisimlarinda degismektedir;
toplam proteinin %60" 11 temsil eden diisiik ¢Oziiniirliikte bir proteinin ¢ogunlugu
prolamina (o-zein) dir (Martinez-Medina ve dig., 2018). Bu protein dizilerindeki
biyoaktif peptitlerin varliginin, in vitro antioksidan veya antihipertansif aktiviteler
gosterdigi bildirilmistir (Wang ve dig., 2014; Dadshahi ve dig., 2016; Jin ve dig.,
2016).

Bezelye, dondurulmus gida (tam veya boliinmiis), un, protein konsantresi veya nisasta
konsantresi gibi farkli kullanimlar igin baslica Kanada, Rusya ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde yetistirilen bir triindiir. Yetistirme faktorlerine bagli olarak %18 ile
%30 protein igceren onemli bir protein kaynagidir. Bezelye, vicilin ve legumin
formunda globiilinler basta olmak iizere degisik porsiyonlarda farkli tiplerde protein
icerigine sahiptir(Tulbek ve dig., 2016). Bezelye proteinlerinin ADE inhibitor etkisi
olan fonksiyonel hidrolizatlarin eldesinde kullanildiklari bildirilmistir (Jakubczyk ve
dig., 2013; Martinez-Medina ve dig., 2018).

Amaranth olumsuz iklim kosullarina ve fakir topraga uyum saglayabilen, hizli

biiyiiyen bir bitkidir. Cogunlugu globiilin olmak tizere %13,2 - %18,4 protein igerigine
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(tirlere bagli olarak) sahip, yiiksek oranda besleyici bir tahil olarak
tanimlanmakatadir. Amaranthin protein igerigi yiiksek oranda hidrolizlenebilirdir ve
lizin, metiyonin ve sistein bakimindan zengindir (Orona-Tamayo & Paredes-Lopez,
2016). Amaranth proteinlerinin enzimatik hidrolizi sonucunda; antitrombotik,
immiinomodiilatdr ve antioksidan etkileri olan peptitler elde edildigi bildirilmistir
(Sabbione ve dig., 2015; Moronta ve dig., 2016; Garcia Filleria & Tironi, 2017).
Kiispe olarak da adlandirilan yag atiklari, yag c¢ikarma i¢in tohum preslemeden
kaynaklanan yan tiriinlerdir. Yenilebilir kiispe, tohum ¢esidine, ¢evresel kosullarina ve
ekstraksiyon yontemlerine bagli olarak %15 ile %50 arasinda yiiksek bir protein
icerigine sahiptir ve genellikle hayvan yemi veya giibreleri i¢in kullanilmaktadir
(Ramachandran ve dig., 2007). Yapilan ¢alismalar aycicegi, kolza tohumu, hurma
¢ekirdegi veya balkabagindan elde edilen kiispelerin antioksidan, antihipertansif ve
antimikrobiyal etkilere sahip peptit Gretimi i¢in Onemli bir alternatif kaynak
olabilecegini gostermektedir (Megias ve dig., 2009; He ve dig., 2013; Popovi¢ ve dig.,
2013; Tan ve dig., 2013; Zarei ve dig., 2015).

2.1.2 Biyoaktif peptit elde edilme yontemleri

Biyoaktif peptit iiretimi alaninda, kimyasal sentez, kimyasal hidroliz gibi
fizikokimyasal tekniklerin yani sira peptitlerin rekombinant ekspresyonu, mikrobiyal
fermantasyon ve/veya enzimatik hidroliz gibi molekiiler veya biyoteknolojik stratejiler
iceren bir¢ok uygulama bulunmaktadir. Bu yontemler arasinda enzimatik hidroliz,
gida tirtinlerinden biyoaktif peptit tiretimi i¢in en kullanigh tekniklerden birisi olarak
degerlendirilmektedir (Bhat ve dig., 2015). Enzimatik hidroliz, yan driinlerin
hammadde olarak tekrar kullanilmasina olanak tantyarak {riin maliyetinin
diistiriilmesini saglamaktadir (Mora ve dig., 2014). Bununla birlikte, enzimatik
hidrolizde etkili olabilecek ¢ok sayida faktér bulunmakta ve optimum proses
kosullarinin belirlenmesi i¢in ilgili faktorlerin degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu
kapsamda, protein substrati, proteaz tipi, enzim spesifikligi ve hidrolitik prosesle
birlikte substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, enzim-substrat oran1 (E: S) ve hidroliz
stiresi gibi kosullar degerlendirilmesi gereken parametreler olarak tanimlanmaktadir.
Faktorlerin degerlendirilmesi sonucunda belirlenen proses kosullarima bagli olarak
hidroliz derecesi (HD), uzunluk, molekiiler agirlik ve amino asit bilesimi gibi peptit
ozellikleri ve sonug olarak biyoaktiviteleri farklilik gosterebilmektedir (Van der Ven
ve dig., 2002; Bah ve dig., 2013; Li-Chan, 2015).
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Biyoaktif peptitleri iiretmek igin kullanilabilecek {i¢ ana strateji veya yaklasim
bulunmaktadir:

Proteinlerin in vitro enzimatik sindirimlerinden izolasyonu: Bu yaklasimda, enzimler
(genellikle mikrobiyal veya bitki kokenli, Ornegin flavourzyme, papain, ficin,
thermolysin, proase ve ndtraz) tek baslarina veya biiyiik polipeptitleri (gida proteinleri)
kiictik peptitlere parcalamak i¢in iki veya daha fazla enzimin bir kombinasyonu olarak
kullanilir. Hidroliz sirasinda, peptit baglar1 agilir ve molekiil boyutunda kii¢iilme
olurken yiik yogunlugunda artis gdézlenir bu da peptit liriinlerinin ¢oziiniirliigiiniin
artmasina katki saglar. Bu nedenle, peptitler dogal proteinden daha ¢oziiniirdiir ve
santrifiijleme ile reaksiyon karisimi berraklasir; silipernatant ¢oziiniir peptitleri
icerirken, c¢okelti sindirilmemis materyaller igerir. Ayrilan siipernatant dondurularak
kurutulur veya ultrafiltrasyon gibi bagka islemler icin kullanilir. Bu yontem,
cogunlukla biyoaktif peptitlerin {iretiminde en yaygin kullanilan yontemdir. Pahali
enstriimantasyon gerektirmediginden hemen hemen her laboratuarda kolayca
uygulanabilir. Alternatif olarak, dogal protein, mikrobiyal enzimlerin, proteinleri
santrifiijlemeden sonra siipernatantta geri kazanilabilen ¢oziiniir peptitlere hidrolize
etmek i¢in etki ettigi mikrobiyal fermantasyonuna tabi tutulabilir. Soya fasulyesinin
fermantasyonu ayni1 zamanda biyoaktif peptitlerin liretimine yol agmasina ragmen, siit,
mikrobiyal fermantasyon i¢in en yaygin kullanilan substrattir.

Oncii proteinlerin gergek veya simiile edilmis in vivo mide-bagirsak sistemi
(gastrointestinal sistem-GIS) sindiriminden izolasyonu: Aslinda proteinlerin in vivo
GIS sindirimi mimkiindiir, ancak nadiren biyoaktif peptitlerin {iretilmesi icin
kullanilir, ¢iinkii bir protein diyeti uygulanmis canli hayvanlardan bagirsak
iceriklerinin ¢ikarilmasini gerektirir. Bununla birlikte, GIS sindirimi simiile eden ve
diisiik maliyetli mikrobiyal enzimlerin varligi canli bir hayvanda in vivo tiretimi tercih
edilmeyen bir yontem haline getirmektedir. Bununla birlikte, GIS sindiriminde, ilk
asama olarak midede sindirimi simiile etmek igin protein pepsin ile 1-2 saat boyunca
islenmektedir. Pepsin enzimi reaksiyon iiriinii notral pH degerine (genellikle pH 6,8—
7,5) ayarlanir ve pankreatin veya bir tripsin ve kimotripsin kombinasyonu ile hidrolize
edilir. Bu yontem, bagirsak dokusunun kenar hiicresel proteazlarinin potansiyel
etkilerini taklit etmese de, diyetin bir parcasi olarak tiiketildiginde bir gida
proteininden serbest kalacak potansiyel biyoaktif peptitleri tahmin etmek igin

kullanishidir.
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Biyoaktif oldugu bilinenlerle ayni veya benzer yapiya sahip peptitlerin kimyasal
sentezi: Cogu durumda, fraksiyonlama ve saflastirma yontemlerinin kullanilmasi ile
peptitler yeterli veya ekonomik olarak istenen miktarlarda tiretilememektedir. Bu
nedenle, peptit dizileri kimyasal olarak sentezlenmektedir. Bu yaklasim sadece bilinen
biyoaktif peptitlerin amino asit dizisi hakkinda bilgi mevcutsa kullanilabilir, ancak
peptitlerin protein sindirimi ve peptit saflastirllmasindan daha uygun maliyetli bir
yaklasimdir. Peptitlerin kimyasal sentezi, ¢ogu laboratuvarda bulunmayan &zel
enstrimanlar gerektirir. Bu nedenle, peptit sentezi genellikle kimya sirketleri
tarafindan ticret karsiliginda gerceklestirilir. Bununla birlikte, kimyasal sentez ile ilgili
ana problemlerden biri, kimyasal safsizliklarin varlig1 ve stereokimyada izole edilmis
dogal peptit ile karsilastirildiginda etkinligi etkileyebilecek farkliliklar bulunmasidir
(Paliyath & Jackson, 2011).

2.1.3 Anjiyotensin doniistiiriicii enzim (ADE) inhibitor peptitler

Hipertansiyon, kardiyovaskiiler komplikasyonlar ile diinya ¢apinda 9,4 milyon 6liime
sebep olmaktadir. Hastalarda kronik kan basinci yiikselmesi goriilen ancak kontrol
edilebilir bir hastaliktir (Martinez-Medina ve dig., 2018). Hipertansiyon, kalp ve
damar bozukluklari, bobrek hastaligi, arteriyoskleroz ve inme gibi bircok ciddi
hastaliga yol acabilir (bulagici olmayan hastalik hakkinda kiiresel durum raporu,
WHO, 2014). Memeli kan basinci, renin ve anjiyotensin doniistiiriici enzimden (ADE)
olusan renin-anjiyotensin sistemi (RAS) tarafindan diizenlenir. Kan basincinin
artmasina neden olan ADE kan basincini arttirmada 6nemli bir rol oynar (Lee & Hur,
2017). Fizyolojik olarak kan basincinda renin, anjiyotensinojeni anjiyotensin I' e
katalize eder. Daha sonra anjiyotensin | anjiyotensin II' ye (giiglii bir vazokonstriktor)
in vitro olarak doniistiiren anjiyotensin doniistiiriicii enzim gibi ¢esitli mekanizmalarla
kontrol edilir (Hernandez-Ledesma ve dig., 2011). Gida proteinlerinden biyoaktif
peptitler, anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibisyonu ve antihipertansif aktivite gibi

insan saglig iizerinde faydali etkiler gosterir.

Ik gida proteini kaynakli ADE inhibe edici peptit grubu 1979'da Clostridium
histolyricum'dan elde edilen kollajenaz ile jelatinin hidrolize edildigi Japon bilim
adamlar1 tarafindan rapor edilmistir. Bunu, baz1 fermente siit {irtinlerinin
antihipertansif  Ozelliklerinden sorumlu oldugu yaygin olarak bilinen siit

tripeptitlerinin VPP ve IPP tanimlanmasi izlemistir. O zamandan beri, g¢esitli gida
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kaynaklarindan saflagtirilmig ADE inhibe edici peptitlerin (300'in {izerinde) sayisinda
onemli bir artis olmustur (Paliyath & Jackson, 2011). ADE inhibitorleri, renin-
anjiyotensin sisteminin (RAS) aktivasyonunu engelleyen yiiksek kan basinci
ilaglaridir ve piyasada mevcut olan ADE inhibitorleri, benazepril, kaptopril, enalapril,
perindopril, trandolapril, kinapril, akeon ve univasc'dir. Sekil 2.2 de ADE
inhibitorlerinden kaptopril ve lisinoprilin yapis1 goriilmektedir (Cif¢i, 2014).

NH,
O <)
-~ - © -~
HS N”> \\L rﬂ >
:.—:JEEO A ,J o E o0
0 L ;
Captopril ~F Lisinopril

Sekil 2.2 : ADE inhibitorlerinin yapisi; Kaptopril ve Lisinopril.

Bununla birlikte, yukarida belirtilen ADE inhibitorlerinin oksiiriik, kan potasyum
seviyesini artirma, diigiik kan basinci, deri dokiintiisii, bas agrisi, yorgunluk, fetal
bozukluk ve anormal bir tat gibi yan etkileri vardir (Lee & Hur, 2017). Bu nedenle
caligmalarda bunlarin yerini alacak yeni antihipertansif molekiiller kesfedilmeye
odaklanmlmstir (Harnedy & FitzGerald, 2012). Dogal gidalardan elde edilen 2 ile 12
birim uzunluga sahip kisa peptitlerden olusan ADE inhibitorleri sentetik ADE
inhibitdr ilaglarina bir alternatif olarak goriinmektedir (Hernandez-Ledesma ve dig.,
2011;Lee & Hur, 2017).

Gida peptitlerinin uzun stireli kullanimdan sonra herhangi bir olumsuz yan etki
olusturmadig1 ve hipertansiyon tedavisi i¢in ilaglardan daha giivenli oldugu kabul

edilmistir (Udenigwe & Aluko, 2012).

ADE inhibe edici peptitlerin hayvansal iriinlerden, deniz canlilarindan ve pepsin,
kimotripsin ve tripsin gibi hidrolize edici enzimler aracilifiyla bitki kaynakli ve
alkalaz, termolizin, flavourzyme ve proteinaz K gibi mikrobiyal enzimlerden elde
edildigi ¢ok sayida ¢alismada bildirilmistir (Saiga ve dig., 2003; Mao ve dig., 2007,
Udenigwe ve Howard, 2013).
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ADE inhibe edici etki, farkli peptit dizileri ve molekiiler agirliklar ile yakindan
iligkilidir. ADE inhibe edici peptitlerin dizileri, N terminalinde hidrofobik (prolin) ve

alifatik amino asitlerden (izoldsin ve 16sin) olusur (Ruiz ve dig., 2004).

Diisitk molekiiler agirlikli peptitlerin viicutta daha yiiksek emiliminin bulunmasi
nedeniyle daha fazla ADE inhibisyonuna sahiptir (Daskaya-Dikmen ve dig., 2017).
Literatiirde yapilan ¢aligmalar ADE inhibe edici etkinin, enzimatik hidroliz derecesi

ve peptit sekansi ile yakindan ilgili oldugunu bildirmektedir (Lee & Hur, 2017).

2.1.3.1 ADE inhibitor peptitlerin yapisal 6zellikleri

ADE Sekil 2.3’de gorildigi tizere temel olarak bir N-terminal ve bir C-terminal iki
ucu igerir. N-terminal bolgesinde yaklagik 612 amino asit, interdomainde 15 amino

asit ve C-terminal bolgesinde yaklasik 650 amino asit vardir (Cifgi, 2014).

N-terminal
domain

C-terminal
domain

Sekil 2.3 : ADE’ nin kristal yapisi.

Peptitlerin C-terminal ucundaki prolin, tirozin veya triptofan varliginin ADE inhibe
edici 6zelliklere 6nemli diizeyde katkida bulundugu gosterilmistir. ilk kesfedilen ADE
inhibe edici peptitlerden biri olan siit tripeptitlerinin, IPP ve VPP'nin amino asit
dizisinde bu durum belirgindir. Aromatik yan zincirlere sahip amino asitlerin
varliginin, peptitlerin ADE inhibe edici 6zelliklerini giiclendirdigi de gosterilmistir.
Ornegin, VLIVP, DLP, LVY, LQP, LKY, VIY, MLPAY, VW, MRW, GQP, IAP,
LRW, IKP ve YQY peptitleri, ADE inhibitor aktivitesi yiliksek potansiyele sahip
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peptitlerdir ve bunlarin hepsi C-terminalinde hem prolin, tirozin hem de triptofan
icerir. Literatirde C-terminalinde hidrofobik amino asit varligmin ADE'nin aktif
bolgesine peptitlerin baglanma yeteneginde 6nemli bir belirleyici oldugu bildirilmistir.
Bu peptitler, ADE'nin aktif bélgesi i¢in anjiyotensin I (dogal ADE substrat1) ile rekabet
eder ve rekabetci inhibitorler olarak bilinir. Diger ¢aligsmalar, hacimli veya aromatik
yan zincirlere sahip amino asitlerin dipeptitler tarafindan (6rnegin, VW) tercih
edildigini bildirmistir. Tripeptitler igin, C-terminalindeki aromatik amino asit ile
birlikte orta pozisyonda pozitif yiiklii bir amino asit ve N-terminalindeki bir hidrofobik
amino asit (LKY, MRW, LRW), ADE'ye karsi yiiksek etki i¢in en ¢ok tercih
edilenlerdir. C-terminalinde tirozin, prolin ve fenilalanin ya da son pozisyondaki
fenilalanin varliginin, ADE inhibitorli tetrapeptitlerin giicline katkida bulundugu
diistiniilmektedir. C3 pozisyonunda arginin, histidin, triptofan ve fenilalanin veya C4
pozisyonundaki valin, izoldsin ve metionin de ADE inhibe edici tetrapeptitlerin etkisi
icin 6nemli sartlardir. Tetrapeptitlerden daha uzun olan peptitler i¢in, C-terminalindeki
son dort amino asit tipinin ve diizeninin ADE'ye kars1 in vitro etkisini belirledigi
bilinmektedir. Uzun zincirli (> 4 amino asit) peptitlerde, C-terminalindeki tirozin ve
sistein veya sondan bir dnceki C-terminal ucundaki histidin, triptofan ve metiyonin
ADE inhibisyonuna énemli katkida bulunur. Ayrica uzun zincirli peptitler i¢in, C3
pozisyonundaki izoldsin, 16sin, valin ve metiyonin veya C4 pozisyonundaki triptofan,
ADE inhibisyonunun arttirilmasina katkida bulunabilecegi bildirilmistir. Bununla
birlikte, ADE inhibe edici 6zelliklere en fazla katkida bulunan peptit zinciri tizerindeki
ayr1 pozisyonlardaki amino asitlerin en iyi kombinasyonlarini belirlemek igin
aragtirmalara ihtiya¢ vardir. Cogu ADE inhibe edici peptit, di-, tri- ve tetrapeptitler
oldugu igin, sindirim sisteminden bozulmamis formda emilebilmeleri, hedef organlara
ve dokulara ulagirken aktif formda tasinabilme olasiliklar1 yiiksektir (Paliyath &
Jackson, 2011).

Moskowitz (2002), hidrofobik bazli ADE inhibisyonunun hidrofilik ile
karsilastirildiginda klinik stlinliigiinii aciklayan bir model onermistir. Tiim ADE
inhibitorleri, C-terminal katalitik bolgesine baglanir, ancak sadece hidrofobik olanlar,
N-terminal katalitik bolgesini baglar ve bloke eder. Bu model, ADE inhibe edici
peptitlerin uclarinda hidrofobik amino asitlere sahip olmasinn nedenini agiklamaktadir
(Lee & Hur, 2017). Hidrofobik amino asitlerin, sistemik tansiyonu diisiirmenin yan1

sira, belirli yerel faydalar1 vardir (Wang ve dig., 2008). Bu durumda, bir hidrofobik
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amino asidin neden oldugu kan basinci disiisiiniin, enzim ve ligand arasindaki
hidrofobik etkilesimin kuvvetli baglanma etkisinin bir sonucu olarak ADE rekabetci
inhibisyonu goriilmektedir (Kobayashi ve dig., 2008). Ek olarak, hidrofobik ve H-bag
etkilesimleri olarak bilinen enzim alanindaki ADE inhibitorleri ile Zn?* arasindaki

etkilesimler, katalizin modiile edilmesinden sorumludur (Ni ve dig., 2012).

Bu nedenle, dogal malzemelerden tiiretilen ADE inhibe edici peptitler,
hipertansiyonda kullanilabilecek potansiyel maddeler olarak 6nem kazanmuistir.
Spontan hipertansif sicanlar (SHR'ler) kullanan in vivo g¢alismalardan elde edilen
sonuglar, gidalardan elde edilen ADE inhibe edici peptit kullanimiyla hipertansiyonda
onemli bir azalma saglanabilecegini gostermektedir (Saito ve dig., 1994; Yoshii ve
dig., 2001). Hayvansal iirinlerden (siit, peynir ve et, balik) ve bitkilerden elde edilen
ADE inhibe edici peptitler stabildirler ve sentetik ADE inhibitorleri ile
karsilastirildiginda minimal yan etkileri vardir (Lee & Hur, 2017).

ADE, terminal pozisyonlarinda hidrofobik amino asit dahil substratlar veya rekabet¢i
inhibitorler i¢in secicilige sahiptir. Ayrica, ADE inhibisyon mekanizmasi, katalitik
bolgeden farkli bir anyonik baglanma bolgesi ile bir etkilesimi igerebilir. Bu nedenle,
peptit dizisinin ADE onleyici kapasitesine karsilik gelmesi gerektigi varsayilmaktadir
(Turner & Hooper, 2002).

2.1.3.2 ADE inhibitor peptitlerin etki mekanizmasi

ADE inhibisyonu biiyiik 6l¢tide RAS (renin-anjiyotensin sistemi) ve NOS (nitrik oksit
sistemi) olmak iizere iki tiir kan basinci sistemi ile ilgilidir. ADE, viicuttaki sivi
miktarini kontrol ederek kan basincimi diizenleyen RAS''m temel bir bilesenidir.
Hipertansiyon —mekanizmasma gelince, karacigerden tiiretilen prohormon
anjiyotensinojenin N-terminali, dekapeptit anjiyotensin I (Ang I) {ireten renin enzimi
tarafindan salinir. Daha sonra ADE, Ang 1 C-terminal dipeptit His-Leu'yu
parcalayarak, kan basincini artiran anjiyotensin II' ye (Ang 1) dontistiiriilir. Ang Il
fizyolojik kosullar altinda optimum oranda kan damarlarinin normal kasilmalarim
koruyan gii¢clii bir vazokonstriktordiir. Ayrica Ang II, AT1 ve AT: reseptoriine
baglanir, 6zellikle AT reseptorii, vazokonstriksiyon liretimine neden olur (Lee & Hur,
2017). Bu nedenle, ADE inhibitorleri, Ang II olusumunu ve bradikinin yikimini
azaltarak bu mekanizma yoluyla antihipertansif etkiler gosterebilir. ADE hiicre i¢i

Ca?* seviyesinde bir artisa neden olan B-reseptdrlerine baglanan bradikinini etkisiz
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hale getirir. Artan Ca®* seviyesi ve bradikinin, nitrik oksit sentaz1 L-arjinin'i gii¢lii bir
vazodilator olan nitrik okside doniistiirmesine neden olur (FitzGerald & Norris, 2013).
Bu nedenle, peptitlerin kan basincinin ana diizenlemelerinin RAS ve NOS yolu ile
iliskili olabilecegi varsayilmaktadir. RAS ve peptit inhibisyonuna duyarli oldugu
bilinen reaksiyonlar, Sekil 2.4’de gosterilmistir (Paliyath & Jackson, 2011).

Nitrik oksit
.. L. aracili
Anjiyotensinojen Biyoaktif vazodilatasyon
Peptitler
<«— Renin /
Anjiyotensin-I Bradikinin
Anjiyotensin | -
Kimazy «—— doniistiiriicii enzim ———»
(ADE)
Anjiyotensin-I| Inaktif peptit
parcalari

AT reseptorii aracili
vazokonstriksiyon

Yiksek kan basinci

Sekil 2.4 : Biyoaktif peptitler i¢in molekiiler hedefleri (renin ve anjiyotensin-
doniistiiriicii enzim) gosteren kan basincini diizenleyen renin-anjiyotensin sistemi
yolu.

Bununla birlikte, bir RAS bozuklugu asir1 ADE seviyelerine ve dolayisiyla kan
damarlarinin asir1 daralmasina yol acabilir, eger kontrolsiiz birakilirsa hipertansiyona
ve bobrek fonksiyon bozuklugu ve sol vendz hipertrofi gibi kardiyovaskiiler sorunlara
yol agar. Bu nedenle, ADE ve renin inhibitdrleri, hipertansif hastalarda nihai vaskiiler
Ang II {iretimini azaltmak ve kan basincini azaltmak veya diizenlemekte yardimci
olmaktadirlar. Aliskiren, renin inhibitorii olarak onaylanan tek farmakolojik faktor
iken, baz1 ilaglar (kaptopril, enalapril, lisinopril, vb.) etkili ADE inhibitorleri olarak
mevcuttur. Bununla birlikte, antihipertansif ilaglarin kullanimryla iligkili kuru 6kstiriik

ve 6dem gibi olumsuz yan etkilerden dolayi, gida proteini kaynakli peptitlerin uygun
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alternatifler olarak gelistirilmesine yonelik cabalar artmistir (Paliyath & Jackson,
2011).

Protein hidrolizatlarinin ve saflastirilmis peptitlerin potansiyeli, ADE aktivitesinin %
50'sini inhibe eden ve IC50 olarak adlandirilan konsantrasyon olarak ifade edilir; deger
ne kadar diisiik olursa, protein hidrolizati veya peptiti o kadar gii¢lii olur. Cogu ilacin
terapotik etkinligi (IC50 degerleri) nanomolar (nM) seviyesinde iken, cogu gida
proteini kaynakli ADE inhibe edici peptitler yalnizca mikromolar (uM) veya
millimolar (mM) konsantrasyonlarinda etkilidir. Bununla birlikte viicut, gida
peptitlerini normal proteinler olarak algiladigindan ve bunlart uygun sekilde
islediginden, terapdtik aktivite icin gereken seviyeleri asan biiylik dozlarda
tilketildiginde yan etkiye sebep olma ihtimalleri ¢ok diisiiktiir. Aksine, asir1 ilag dozu
viicutta toksik yan etkilere neden olabilir. Birgok insanda uygulanan, tedavi edici
madde olarak gida peptitlerinin kullanimi sirasinda higbir olumsuz yan etki

goriilmemistir (Paliyath & Jackson, 2011).

2.1.3.3 ADE inhibitor peptit uygulamalari

Biyoaktif peptitler, “Fonksiyonel Gidalar” veya “Nutraceuticals” olarak pazarlanan
bir¢ok iirlin veya bilesenin temel bilesenleridir. Bu {irtinlerde, biyoaktif peptitler,
normal dretim isleminin degistirilmesiyle (6rnegin, islem parametrelerinin
degistirilmesi veya baslangi¢c Kkiiltlirlerinin  kullanilmasiyla) ilave edilir veya
zenginlestirilir. Bu kapsamda ozellikle Japonya ve bazi Avrupa iilkelerinde
ticarilestirilmis tirtinler bulunmaktadir. Cizelge 2.1’ de biyolojik olarak aktif peptidleri
iceren ve antihipertansif etkiye sahip olan ticari olarak temin edilebilen fonksiyonel
gidalar ve gida maddelerinin bazi drnekleri listelenmistir (FitzGerald ve dig., 2004;
Korhonen & Pihlanto, 2006; Hartmann & Meisel, 2007).

Ticari olarak, biyoaktif peptitler, 6zellestirilmis enzimatik protein hidrolizinden in
vitro tretilir ve 6zel fizyolojik ve beslenme ihtiyaglari olan hastalara 6zel terapotik

destek saglarlar (Paliyath & Jackson, 2011).

Saflagtirilmis peptitlerin  yan1 sira, birkac gida proteini hidrolizatinin, ADE
inhibitorleri ve antihipertansif ajanlar olarak in vitro ve in vivo olarak etkili oldugu
gosterilmistir. ADE inhibitorii peptitleri tiikketen kisilerin kan basincinda diistislerin
goriilmesi ADE inhibitorii peptitleri iceren fonksiyonel gidalarin iiretimine Gnem

kazandirmistir (Aluko, 2019).
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Cizelge 2.1: ADE inhibitor peptit igeren bazi ticari {irlinler.

Uriin ad1 Uriin Tipi Peptit icerigi Uretici Referans
Calpis AMEEL S FitzGerald ve dig., 2004;
(Japonya) ya da Fermente Siit VPP, IPP Calpis Co., Japonya Korhonen & Pihlanto,
Calpico (Avrupa) 2006
Kalsiyumla FitzGerald ve dig., 2004;
Evolus Zenginlestirilmis VPP, IPP Valio, Finlandiya Korhonen & Pihlanto,
Fermente Stit 2006
. . FitzGerald ve dig., 2004;
. . Kazein Kaynakl1 Peptit 2 ’
C12 Gida Katkisi/Hidrolizat FEVAPEPEVEGK DMV, Hollanda Korhonego%GPlhlanto,
FitzGerald ve dig., 2004;
Peptide Soup Corba Bonito Kaynakli peptitler Nippon, Japonya Hartmann & Meisel,
2007
. . Kazein Kaynakl .
CaselrE)E)iEkPeptlo Mesrubat Dodekapeptid Kanebo, Japonya Hartmagréa?; Meisel,
FFVAPFPEVFGK
Hidrolize edilmis peynir : . . FitzGerald ve dig., 2004;
Biozate alt1 suyu proteinleri B-laktoglobulin Davisco, Amerika Korhonen & Pihlanto,

izolat1

fragmentleri/hidrolizati

Birlesik Devletleri

2006
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma kiiltiirleri

Tez c¢alismasi kapsaminda Daskaya Dikmen ve dig. (2018) tarafindan gevresel
orneklerden ve Oztekin ve dig. (2018) tarafindan meyve ve fermente iiriinlerden izole

edilen mayalar kullanilmistir. Calismada kullanilan kiiltiirler ve izolasyon kaynaklari

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2° de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Maya Izolatlar1 ve Izolasyon Kaynag.

Izolat Kodu

Maya Adi Izolasyon Kaynag

B010 Yamadazyma spp.
B013-2 Yamadazyma spp.
B015-1 Cystofilobasidium capitatum Ot Ornekleri
B015-2 Yamadazyma spp.

B04 Yamadazyma spp.

B5-1 Rhodosporidiobolus colostri
B514-1 Yamadazyma spp. Yagmur Suyu
B514-2 Yamadazyma spp.

BY?2 Rhodosporidiobolus colostri

Yapraklar
BY9 Rhodosporidiobolus colostri
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Cizelge 3.2 : Maya Izolatlar1 ve Izolasyon Kaynag.

izolat Kodu Maya Adi Izolasyon Kaynagi
SB-29 Hanseniaspora uvarum Bogiirtlen
SU-35 Hanseniaspora uvarum Uziim
SU-34 Hanseniaspora uvarum Uziim
SE-42 Hanseniaspora uvarum Elma
SZY-41 Hanseniaspora uvarum Zeytin Yagragi
SK-14 Hanseniaspora uvarum Kugburnu
SKI-38 Hanseniaspora uvarum Kizileik
SKI-36 Metschnikowia pulcherrima Kizilcik
SU-4 Metschnikowia pulcherrima Uziim
SK-16 Metschnikowia pulcherrima Kusburnu
SB-26 Metschnikowia pulcherrima Bogiirtlen
SK-21 Metschnikowia pulcherrima Kusburnu
SK-12 Metschnikowia sp. Kusburnu
SU-2 Metschnikowia aff. fruticola S1-44 Uziim
SK-20 Metschnikowia aff. fruticola CEC F2 Kusburnu
SBY-7 Pichia guiliermondii Bogiirtlen Yapragi
SK-18 Pichia kluyveri Kusburnu

3.1.2 Besiyeri ve cozeltiler

Calismada, mayalarin gelistirilmesi i¢in Tryptic Soy Broth (TSB, MERCK No:
1.05459) ve mayalar1 +4°C’de saklamak tizere Tryptic Soy Agar (TSA, MERCK No:
1.05458) besiyerleri kullanilmistir.

Izolatlarin McFarland (MCF) konsantrasyonu ayarlamasinda kullanilmak iizere
fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (FTS) 1000 mililitre (mL) distile su igerisinde 8,5 gram (g)
NaCl (MERCK No: 1.06404) olacak sekilde hazirlanmistir.

Izolatlarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla Yadav ve dig. (2016)

tarafindan onerilen Cizelge 3.3’de icerigi belirtilen bazal besiyeri kullanilmistir.
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Cizelge 3.3 : Yagsiz siit iceren besiyeri kompozisyonu.

Besiyeri bileseni Miktar

Yagsiz siit 150 mL
Maya ekstrakti 10¢g
Agar-agar 189
KH2PO4 10g
MgS04.7H20 0,1g
CaCl; 0,043 g
NaCl 500
Na,CO3 10g
d.H.0 850 mL

Calisma kapsaminda kullanilan tiim besiyerleri otoklavda 121°C’ de 15 dakika

sterilize edilerek kullanilmistir.

ADE inhibisyon aktivitesi analizlerinde kullanilmak tizere; 100 mM borat tampon
¢ozeltisi (pH 8.3, 300 mM NaCl igeren), 5 mM hippuril-L-histidilL-16sin (HHL, Sigma
ALDRICH, USA), 1N HCI; 100 mU anjiyotensin donistiiriicii enzim (ADE, Sigma
ALDRICH, USA) ve etilasetat (PROLABO, No: 83621) kullanilmistir. pHmetre
kalibrasyonunda pH 4 ve 7 (ISOLAB, Germany) tampon ¢ozeltileri, borat tampon
¢ozeltisinin pH ayarlamasinda ise borik asit (Hs3BOs, MERCK No0:1.00165) ve sodyum
hidroksit (NaOH, MERCK, Darmstadt, Germany) ¢ozeltileri kullanilmustir.

3.2 Metot

3.2.1 Maya izolatlarimin gelistirilmesi

Stok ¢ozeltiden maya kiiltiirleri, 6ncelikle TSB besiyerine alinarak 25°C’ de 48 saat
inkiibasyona birakilmis olup sonrasinda TSA besiyeri bulunan petrilere 6ze ile ¢izme
plak yontemiyle ekilerek gelistirilmistir. Gelisen mayalar TSA besiyeri kullanilarak
hazirlanan yatik agarlara ekim yapilarak 25°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Saflastirilan maya kiiltiirleri daha sonraki analizlerde kullanilmak tizere +4°C’ de yatik

agarda ve -20°C’ de gliserol stok ¢ozeltisinde saklanmuistir.

3.2.2 izolatlarin proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi

Maya izolatlarmin proteolitik aktivitelerinin incelenmesi amaciyla izolatlar TSB
besiyerine ekim yapilarak 25°C’ de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen maya
kiiltiirleri 6nce 4 McFarland (MCF) konsantrasyonuna ayarlanmig, maya

stispansiyonundan 10 pL almarak Cizelge 3.3’ de belirtilen kompozisyonda
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hazirlanmis olan bazal besiyerini iceren petrilere tek nokta olarak inokiilasyonu
yapilmig ve petriler 15°C, 25°C, 35°C olmak iizere ii¢ farkli sicaklikta 24, 48 ve 72
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda koloni etrafinda
¢okelti olusumuna bagli olarak olusan hidroliz zonu ¢apinin Slgiilmesi ile izolatlarin

proteolitik aktiviteleri degerlendirilmistir.

Proteaz aktivitesi (Pz indeks degeri), koloni ¢apmin (KC) toplam koloni ¢ap1 ve
¢okelme bolgesi toplam (KC+HZ) oranina gore olgiilmiistiir. Galan-Ladero ve dig.
(2010) tarafindan kullanilan aktivite araliklarina gore degerlendirme yapilmistir. Buna
gore Pz indeks <0,40 ise yiiksek, 0,41-0,60 araliginda orta, 0,61-0,80 araliginda diisiik,
0,81-0,99 araliginda ¢ok diistik, 1 ise aktivite yok seklinde belirlenmistir. Pz indeks
yaygin olarak kullanilan tekrarlanabilir ve yari kantitatif bir tekniktir (Koga-Ito ve dig.,
2006). Tim proteolitik aktivite analizleri ti¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve 6lgiim

sonuclariin ortalamalar1 alinmistir.

3.2.3 Mikrobiyal fermantasyon

Proteolitik aktivitesi belirlenen mayalardan biyoaktif peptit iiretme potansiyellerinin
incelenmesi amaciyla secilen 13 farkli izolat, ilk olarak 50 mL’lik steril santrifiij
tiiplerinde 20 mL TSB bulunan besiyerine ekim yapilarak 25°C’ de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Gelisen maya kiiltiirleri 4°C” de 5478 g hizinda 10 dak
santrifiijlenmigtir. Daha sonra Siipernatant kismi uzaklastirilarak pellet kismi1 10 ml
FTS ¢ozeltisi ile yikanarak tekrar 4°C’de 5478 g hizinda 10 dak santrifiijlenmistir ve
yine siipernatant kismi uzaklastirilarak pellet kismi tekrar 10 ml FTS ¢ozeltisi ile
yikanmis olup 4°C’ de 5478 g hizinda 10 dak santrifiijlenmistir. Iki kere yikama iglemi
yapilmis olan santrifiij tiiplerinde kalan pellet kism1 McFarland okuyucusunda (MF-
Units, DEN-1, Biosan, Latvia) FTS ile 4 McFarland konsantrasyonuna ayarlanmstir.
Mikrobiyal fermantasyon asamasi 6ncesinde 250 mL’lik erlenler otoklavda 121°C’
de 15 dakika sterilize edilmis ve daha sonrasinda icerisine protein kaynagi olarak
kullanilmak iizere 40 mL UHT yagsiz siit konulmustur. Hazirlanan bu erlenlere 4 MCF
konsantrasyonuna ayarlanmig maya siispansiiyonundan 2 mL alinarak inokiilasyon
yapilmistir. Her izolat i¢in 24 saat ve 48 saat olacak sekilde iki ayri inokiilasyon
yapilmustir. Inokiile edilen erlenler 25°C’de 150 rpm calkalama hizinda 24 saat ve 48
saat olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda,

fermente olan siitler santrifiij cihazinda (Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG 22331,
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Hamburg, Germany) 10.000 g’ de 20 dak santrifiij edilmis ve siipernatant kisimlari
alinmistir. Ayrilmis olan siipernatant kisimlarindan ADE aktivitesi analizlerinde
kullanilmak {izere steril viallere alinmistir. Alinan 6rnekler analizlerde kullanmak tizere

-40°C’de saklanmustir. Tiim numuneler ti¢ tekrarli olarak hazirlanmstir.

3.2.4 ADE inhibitor aktivitesinin incelenmesi

Stipernatantlarin  anjiyotensin doniistiiriici enzim (ADE) inhibitor aktivitesinin
belirlenmesinde Chaves-Lopez ve dig. (2012), Rayaprolu ve dig. (2015) ve Aissaoui
ve dig. (2017) tarafindan 6nerilen yontemler modifiye edilerek kullanilmistir. Metot,
ADE inhibitér madde varliginda ADE caligmasinin engellenmesi sonucunda hippuril-
L-histidilL-16sin (HHL) substratinin hippiirik aside dontisiimiiniin  6nlenmesi
prensibine dayanmaktadir. ADE inhibitér madde varliginda olusan hippiirik asit

miktar1 spektrofotometrik olarak ol¢iilerek % inhibisyon aktivitesi hesaplanmaktadir.

Mikrobiyal fermantasyonu yapilmis Ornekler 100 mM borat tampon c¢ozeltisinde
¢Oziilmiistiir. 50 pL slipernantant ve 5 mM HHL igeren 200 pL borat tampon ¢ozeltisi
karistirtlip 37°C°de 5 dak 6n inkiibasyona birakilmislardir. Daha sonra 20 pL ADE
cozeltisi ilave edilerek enzimatik reaksiyon baslatilmistir. Karisim, 37°C’de 60 dak
inkiibe edildikten sonra 250 pL HCL (1 N) ilavesi ile reaksiyon sonlandirilmistir.
Reaksiyon sonrasinda hippiirik asit ekstraksiyonu amaciyla etil asetat ilave edilmis ve
deney tiipleri santrifiij edilmistir (4000 g, 10 dak). Santrifiij sonrast tist kisstmdan 700
uL alinmig ve 100°C’de 60 dak 1sitma uygulanarak etil asetat evapore edilmistir. Kalan
kisim, saf su ile ¢oziilerek mikroplaka okuyucuda (Synergy HT, Biotek Instruments
Inc., Vinooski USA) 228 nm dalga boyunda absorbansi okunmustur. Siipernatantlarin
ADE inhibitor aktivitesi Bhaskar ve dig. (2019) tarafindan kullanilan denklem 3.1°de

belirtilmis olan formiille hesaplanmistir.

(Ac — As) £100 (3.1)

Inhibisyon Aktivitesi (%) = yr

Ac= Tampon c¢ozeltisi ile ADE reaksiyonu sonucu absorbans (kontrol)

As= Siipernantant c¢ozeltisi ile ADE reaksiyonu sonucu absorbans (6rnek)
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Tiim analizler li¢ tekrar ve iki paralel olarak yiiriitiilmiis ve elde edilen degerlerin

ortalamalar1 alinmistir.

3.3 istatistiksel Analiz

Sonug ortalamalari arasindaki istatistiksel 6nemli farkliliklar ANOVA ve Duncan testi
ile %95 giiven diizeyinde belirlenmistir. Tiim istatistiksel analizler i¢in Minitab
Istatistik Yazilim1 (Versiyon 19; Minitab Inc., State College, PA, USA) ve SPSS 16.00

programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 izolatlarin Proteolitik Aktiviteleri

Cevresel orneklerden ve gida friinlerinden izole edilen mayalarin proteolitik

aktiviteleri kat1 besiyerinde 15, 25 ve 35°C’ de li¢ giin siireyle incelenmistir.

Sekil 4.1, 4.2, 4.3’de inkiibasyon siiresinin izolatlarin proteolitik aktiviteleri iizerinde
etkili bir faktoér oldugu goriilmektedir. incelenen izolatlar daha ¢ok 25°C ve 35°C
sicakliklarinda aktivite gostermekte ve genellikle inkiibasyon siireleri arttik¢a hidroliz

zonlarinin arttig1 gériilmektedir.

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.1 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 25°C” deki 24, 48 ve 72 saatteki
koloni ¢ap1 ve koloni ¢apr ile hidroliz zon toplam ¢apinin gorselleri.

Sonuglar incelendiginde mayalarin 25°C sicakliginda 24 saat inkiibasyon sonucundaki
Pz indeks aktiviteleri 0,60 — 1 araliginda degismekteyken; 48 saat inkiibasyon
sonucunda 0,33 — 1 araliginda; 72 saat inkiibasyon sonucunda ise 0,20 — 1 arasinda
proteolitik aktiviteleri degigsmektedir. Elde edilen sonuglara bakildiginda genellikle
25°C sicakliginda en yiiksek proteolitik aktivitelere ulasildigindan dolay1 ADE
analizlerinde 25°C sicakliginda 24 ve 48 saat inkiibasyon siirelerinde g¢alismalar

yiirtitilmistiir.
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24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.2 : Cystofilobasidium spp. BO15-1 izolatinin 25°C” deki 24, 48 ve 72 saatteki
koloni cap1 ve koloni ¢ap1 ile hidroliz zon toplam ¢apinin gorselleri.

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.3 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 25°C” deki 24, 48 ve 72 saatteki
koloni ¢ap1 ve koloni ¢ap1 ile hidroliz zon toplam ¢apinin gorselleri.

Giiniimiizde en ¢ok kullanilan mikrobiyal proteaz kaynaklari bakteri, fungus ve
viriislerdir. Mikrobiyal kaynakli proteazlar tiretim kolaylig1 ve diisiik maliyetli tiretimi,
stireklilik, in vitro kosullarda aktif olmasi, alerjen ve toksik etkiye sahip olmamasi gibi
avantajlar nedeniyle bitkisel ve diger proteaz kaynaklarina gore daha fazla ilgi

gormektedirler (Tolan, 2015).

Hiicre dis1 (ekstraseliiler) proteaz {iretimi ortamdaki karbon ve azot kaynaklari,
mineral maddelerin varlig: gibi besin d6gelerinden etkilenmektedir (Chi ve dig., 2007).
Ayrica inkiibasyon siiresi, karistirma hizi, ortamdaki oksijen miktar1 ve ortamm pH

degeri de iiretilen proteazin aktivitesini etkilemektedir (Wang ve dig., 2008). Bu
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sebeple, proteaz ireticisi mikroorganizmanin proteaz aktivitesini arttirmak igin
optimum Kosullar belirlenmektedir. Etkili faktdrler mikroorganizma susuna bagh
olarak degisiklik gosterebilmektedir (Kim ve dig., 2016). Wang ve dig. (2008)
tarafindan yapilan calismada proteaz fermentasyonunda en etkili faktoriin sicaklik
oldugu bildirilmistir. Ayn1 zamanda mikroorganizmanin (Colwellia bakterisi) proteaz
tiretimi i¢in ortamda bir protein kaynaginin olmasi gerektigini bildirmiglerdir. Chi ve
dig. (2007)’nin yaptiklar1 ¢alismada Aureobasidium pullulans i¢in en etkili azot
kaynagimin NaNOs ve KNOs3 karbon kaynagi olarak da nisastanin en etkili oldugu
belirlenmistir. Han ve dig.,, (2016), Pseudoalteromonas arctica bakterisinin
maksimum proteaz liretimi i¢in uygun karbon kaynaginin yagsiz siit tozu varliginda

fruktoz oldugunu bildirmistir.

Cizelge 4.1, 4.2, 4.3’ de sirasiyla 15, 25 ve 35°C’ de 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stirelerinde dl¢iilen proteolitik aktivite degerlerinin Pz indeks sonuglari verilmistir. Pz

indeks degeri ne kadar kiigiikse proteolitik aktivitenin o kadar yiliksek oldugu
bildirilmektedir (Galan-Ladero ve dig., 2010).

15°C sicakliginda ve 72 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip izolatin 0,37 Pz indeks degerindeki Yamadazyma spp. B015-2 izolati oldugu
goriilmektedir. Cizelge 4.1°de yer alan proteolitik aktivite degerleri bulunan SU-35,
SE-42, SK-14, SK-21, SK-12, SK-20, B013-2 kodlu izolatlarin 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon stireleri sonucundaki aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli
fark bulundugu goriilmektedir. BO15-1, BY9, B514-1 izolatlarinin 48 ve 72 saat
inkiibasyon stireleri sonucundaki aktivitelerinde istatistiksel nemli fark bulunmustur.
SKI-38 kodlu izolatin ise 72 saat inkiibasyon sonucunda istatistiksel olarak onemli
fark bulunmaktadir. 15°C inkiibasyon sicakliginda 27 maya izolatinin inkiibasyon
stiresi arttikga genellikle proteolitik aktivitesinin arttigi goriilmektedir. Bu durum
izolatlarin zamanla C ve N kaynaklarini kullanabildiklerini gostermektedir. Diisiik
aktiviteye sahip izolatlarda ise proteaz disindaki metabolitlerin {iretimi i¢in C ve N

kaynaklarmin kullanilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.1 : Maya izolatlarinin 15° C” deki proteolitik aktiviteleri.

Izolat Kodu Mikroorganizma 24 sagl - 48 saat c 72 saat c
KC KC+HZ Pz Indeks KC KC+HZ Pz Indeks KC KC+HZ Pz Indeks

B015-1 Cystofilobasidium spp. - - -1 19,5 26 0,75% 20,2 34,5 0,58°
SB-29 Hanseniaspora spp. 4.7 47 1,002 8,3 8,3 1,002 10,5 10,5 1,002
SU-35 Hanseniaspora spp. 15,2 17,2 0,882 17,2 22 0,78° 17,5 27 0,65°¢
SU-34 Hanseniaspora spp. - - - 9,7 9,7 1,002 12,7 12,7 1,002
SE-42 Hanseniaspora spp. 14,8 15 0,992 15,8 24 0,66° 16,5 30,5 0,54¢
SZY-41 Hanseniaspora spp. 7,5 7,5 1,002 11,2 11,2 1,002 15,2 15,2 1,002
SK-14 Hanseniaspora spp. 13,3 13,3 1,002 17,2 25,7 0,67° 18,2 32,2 0,56°¢
SKI-38 Hanseniaspora spp. 12,2 12,2 1,002 18,5 18,5 1,002 22,5 28,3 0,79°
SKI-36 Metschnikowia spp. 12,5 12,5 1,002 14,2 14,2 1,002 17,3 17,3 1,002
SU-4 Metschnikowia spp. - - - - - - 13,2 16,3 0,81
SK-16 Metschnikowia spp. - - - 9,8 9,8 1,002 11,3 11,3 1,002
SB-26 Metschnikowia spp. - - - - - - - - -

SK-21 Metschnikowia spp. 16,2 16,2 1,002 17,8 21,7 0,82° 18,7 29,2 0,64°¢
SK-12 Metschnikowia spp. 19,8 19,8 1,002 20,3 23,7 0,86° 20,8 30,3 0,69¢
SU-2 Metschnikowia spp. - - - 10,2 10,2 1,002 11,3 11,3 1,002
SK-20 Metschnikowia spp. 26,7 26,7 1,002 28,8 34,7 0,83° 29,3 42,7 0,69¢
SBY-7 Pichia spp. 6,8 6,8 1,002 13,8 13,8 1,002 19 19 1,007
SK-18 Pichia spp. 13,5 13,5 1,002 14,8 14,8 1,002 15 15 1,002
BY2 Rhodosporidiobolus spp. - - - 20,8 27,8 0,752 22 34,7 0,632
BY9 Rhodosporidiobolus spp. - - - 18 26,2 0,692 20,8 34,7 0,60°
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. - - - 22,7 28,2 0,802 23,7 33,3 0,712
B010 Yamadazyma spp. 7 7 1,002 13,5 13,5 1,002 36,2 36,2 1,002
B013-2 Yamadazyma spp. 18 18 1,002 26,3 34,2 0,77° 25,7 38,3 0,67¢
B015-2 Yamadazyma spp. - - - - - - 53 14,3 0,37
B04 Yamadazyma spp. - - - 16 20,2 0,792 19,3 26,5 0,732
B514-1 Yamadazyma spp. 14 14 1,002 17,7 19,7 0,902 18 26,2 0,69°
B514-2 Yamadazyma spp. 13,3 13,3 1,008 22,7 22,7 1,002 26,3 26,3 1,002

KC: Koloni Cap1 ; KC+HZ: Koloni Cap1+Hidroliz Zonu ; Pz indeks: Koloni Cap1/(Koloni Capi+Hidroliz Zonu) ; - : Gelisme yok. ! : Gelisme gériilmeyen suslar

istatistiksel analize dahil edilmemistir. *¢: Her inkiibasyon siiresi i¢in aym satirda yer alan degerlerde ayn1 harf igerenler istatistiksel olarak farkli degildir (p > 0,05).
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25°C sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip izolatlarin 0,33 Pz indeks degerindeki Yamadazyma spp. B514-2 ve 0,37 Pz
indeks degerindeki Hanseniaspora spp. SE-42 izolat1 oldugu goriilmektedir. 25°C
sicakliginda ve 72 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip
izolatlarin 0,20 Pz indeks degerindeki Yamadazyma spp. B514-2 ve 0,34 Pz indeks
degerindeki Hanseniaspora spp. SE-42 izolat1 oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.2de
yer alan proteolitik aktivite degerleri bulunan SU-35, SE-42, SK-21, BY 2, B5-1, B010
kodlu izolatlarin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonucundaki aktivite degerleri
arasinda istatistiksel olarak onemli fark bulundugu goriilmektedir. SK-14, SK-20,
B013-2, B04, B514-1 kodlu izolatlarin ise 24 saat inkiibasyon siiresi aktivite
degerlerinde istatistiksel olarak dnemli fark bulunmaktadir. SBY-7 izolatinin 72 saat
inkiibasyon siiresi sonucundaki aktivitesi istatistiksel olarak onemli farka sahiptir.
25°C inkiibasyon sicakliginda 27 maya izolatinin inkiibasyon siiresi arttik¢a genellikle

proteolitik aktivitesinin arttigi goriilmektedir.

Literatiirde caligmalarda besiyeri bilesiminde bulunan mineral maddelerin enzim
tiretimini  etkileyebilecegi bildirilmektedir (Sharma ve dig., 2017). Joshi &
Satyanarayana (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, fermantasyon ortaminda bakir
elementi varligiin proteaz tretimini tesvik ettigi bildirilmistir. Mikrobiyal proteaz
iretimine substrat etkisinin degerlendirildigi ¢alismalarda ortamda bulunan MgCl2 ve
CaCly’lin proteaz {iretimini tesvik ettigi bildirilmistir (Mothe & Sultanpuram, 2016).
Sogukta aktif proteaz liretimi igin yapilan bir ¢alismada NaCl, Na>SQO4, Fe(CeHs07)
ve KCl varliginin proteaz iiretimini arttirdigi belirlenmistir (Han ve dig., 2016). Bu
sebeple farkli izolatlarin mineral maddeleri kullanma farkliliklarindan dolay:

proteolitik aktivitelerinde farkliliklar goriilmiis olabilecegi diistiniilmektedir.

35°C sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip izolatin 0,30 Pz indeks degerindeki Yamadazyma spp. B514-2 ve 0,37 Pz indeks
degerindeki Yamadazyma spp. B04 izolat1 oldugu goriilmektedir. 35°C sicakliginda ve
72 saat inkiibasyon sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin 0,30 Pz
indeks degerindeki Yamadazyma spp. B514-2 ve 0,33 Pz indeks degerindeki
Yamadazyma spp. B04 izolat1 oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.2 : Maya izolatlarinin 25° C” deki proteolitik aktiviteleri.

Izolat Kodu Mikroorganizma 24 sagil . 48 saat c 72 saat -
KC KC+HZ Pz Indeks KC KC+HZ Pz Indeks KC KC+HZ Pz Indeks
B015-1 Cystofilobasidium spp. 16,3 27 0,602 18,2 35,2 0,522 19,7 42,3 0,462
SB-29 Hanseniaspora spp. 12 12 1,002 17 17 1,002 17,7 17,7 1,002
SU-35 Hanseniaspora spp. 23,3 27,5 0,852 23,7 31,7 0,75%® 24 36,7 0,65°
SU-34 Hanseniaspora spp. 11,7 11,7 1,008 11,75 12,5 0,942 12 14 0,862
SE-42 Hanseniaspora spp. 23,3 30,7 0,762 24,2 65 0,37%® 24,8 72,8 0,34°
SZY-41 Hanseniaspora spp. 11,8 11,8 1,007 22,7 22,7 1,002 22,5 22,5 1,002
SK-14 Hanseniaspora spp. 19,2 29,7 0,652 20,2 37 0,55° 22,3 43,8 0,51°
SKI-38 Hanseniaspora spp. 15,2 16,2 0,942 18,2 24,7 0,732 19,3 30,5 0,632
SKI-36 Metschnikowia spp. 11 11 1,002 11 11 1,002 11,8 11,8 1,00?
SU-4 Metschnikowia spp. - - -1 3 5 0,602 5 5 1,00?
SK-16 Metschnikowia spp. 16 16 1,002 10,7 10,7 1,002 14,7 14,7 1,00?
SB-26 Metschnikowia spp. - - - 10,8 10,8 1,002 13,2 13,2 1,00?
SK-21 Metschnikowia spp. 12,8 18,7 0,692 14,2 27,3 0,52° 15,2 35,2 0,43°
SK-12 Metschnikowia spp. 19 24,7 0,772 145 30,8 0,478 20,5 39,7 0,522
SU-2 Metschnikowia spp. 2,3 2,3 1,009 11 11 1,002 12,3 12,3 1,002
SK-20 Metschnikowia spp. 24,8 28,5 0,872 23,8 38,7 0,62° 24,8 47 0,53°
SBY-7 Pichia spp. 12,3 12,3 1,002 13,5 15,7 0,862 14,2 215 0,66°
SK-18 Pichia spp. 14,3 14,3 1,002 30,2 30,2 1,002 33 33 1,002
BY2 Rhodosporidiobolus spp. 13,7 18,3 0,75 13 29,3 0,44° 17,7 34 0,522
BY9 Rhodosporidiobolus spp. 31,2 39 0,802 32,8 48,8 0,672 34,3 56,5 0,612
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. 16 23,5 0,682 19,2 32,7 0,59% 20,7 39 0,53°
B010 Yamadazyma spp. 21 27 0,782 22,5 36,7 0,61% 24,5 44,5 0,55°
B013-2 Yamadazyma spp. 16,8 26,8 0,632 17,7 36 0,49° 19,3 42,8 0,45°
B015-2 Yamadazyma spp. 20 20 1,002 22,5 24,75 0,912 17,7 23,7 0,75%
B04 Yamadazyma spp. 25,7 32 0,802 26 41,3 0,63° 26 46,2 0,56°
B514-1 Yamadazyma spp. 27 28,3 0,95° 28,3 36,8 0,77° 30,5 43,7 0,70°
B514-2 Yamadazyma spp. - - - 4 12 0,33? 4 20,5 0,20?

KC: Koloni Cap1 ; KC+HZ: Koloni Capi+Hidroliz Zonu ; Pz indeks: Koloni Cap1/(Koloni Capi+Hidroliz Zonu) ; - : Gelisme yok. ! : Gelisme gériilmeyen suslar

istatistiksel analize dahil edilmemistir. *¢: Her inkiibasyon siiresi i¢in aym satirda yer alan degerlerde ayn1 harf igerenler istatistiksel olarak farkli degildir (p > 0,05).
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Cizelge 4.3 : Maya izolatlarinin 35° C’ deki proteolitik aktiviteleri.

izolat Kod Mik . 24 saat 48 saat 72 saat
zolat Kodu IKrooragIiFma KC KCtHZ _ Pzindeks | KC KCtHZ _ Pzindeks | KC KC+HZ Pz Indeks
B015-1 Cystofilobasidium spp. 10,5 19,5 0,54° 18,8 26,5 0,712 20,8 28,8 0,722
SB-29 Hanseniaspora spp. 11,3 11,3 1,002 11,7 11,7 1,002 13,3 13,3 1,002
SU-35 Hanseniaspora spp. 29,7 36,2 0,822 31,2 41,2 0,762 32,7 43,8 0,752
SU-34 Hanseniaspora spp. 11,7 12,7 0,922 12,3 17 0,73° 15 20 0,75"
SE-42 Hanseniaspora spp. 22,8 36,7 0,622 26,2 48 0,55° 31,2 58,5 0,53°
SZY-41 Hanseniaspora spp. 9,2 9,2 1,009 11,7 11,7 1,008 13,2 13,2 1,002
SK-14 Hanseniaspora spp. 34,3 50,3 0,682 31,2 43,8 0,712 38,5 52,3 0,742
SKI-38 Hanseniaspora spp. 19,8 19,8 1,008 19,5 19,5 1,002 21,3 21,3 1,002
SKI-36 Metschnikowia spp. - - - 10,7 10,7 1,00? 17 17 1,002
Su-4 Metschnikowia spp. 27,2 27,8 0,982 20,8 22,2 0,942 26,8 28,3 0,952
SK-16 Metschnikowia spp. 9 9 1,002 13,3 13,3 1,00? 12,8 12,8 1,002
SB-26 Metschnikowia spp. - - - - - - 8 8 1,00
SK-21 Metschnikowia spp. 25,8 29,8 0,872 31 41,5 0,75% 31,8 48,8 0,65°
SK-12 Metschnikowia spp. 17,5 24,5 0,712 18,8 34,8 0,54% 20,2 42,3 0,48°
SU-2 Metschnikowia spp. 8,2 8,2 1,002 10,7 10,7 1,008 11 11 1,008
SK-20 Metschnikowia spp. 31,5 38,3 0,822 32 52 0,622 35 55,7 0,632
SBY-7 Pichia spp. 12,8 12,8 1,008 10,3 14 0,74° 14,2 21,2 0,67"
SK-18 Pichia spp. 34 34 1,002 34,7 34,7 1,002 33 33 1,002
BY2 Rhodosporidiobolus spp. 32 39,7 0,812 35,5 45,7 0,782 37,8 47 0,802
BY9 Rhodosporidiobolus spp. 13,5 24,3 0,552 16,7 30,7 0,542 19,8 35 0,572
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. 12,8 24,2 0,532 19,3 33 0,592 20,8 37,2 0,562
B010 Yamadazyma spp. 115 22 0,522 16 29,5 0,542 17,8 31,5 0,572
B013-2 Yamadazyma spp. 13,2 26,2 0,502 14,8 34,3 0,43° 19 37,3 0,512
B015-2 Yamadazyma spp. 17,7 21,8 0,812 21,2 28,8 0,732 23,3 32 0,732
B04 Yamadazyma spp. 12 24,8 0,482 12,5 33,8 0,37° 13,3 40 0,33°
B514-1 Yamadazyma spp. 12 19,3 0,622 19,3 32 0,602 23,7 38,5 0,612
B514-2 Yamadazyma spp. 3 7 0,432 3 10 0,302 4 13,5 0,302

KC: Koloni Cap1 ; KC+HZ: Koloni Capi+Hidroliz Zonu ; Pz indeks: Koloni Cap1/(Koloni Capi+Hidroliz Zonu) ; - : Gelisme yok. ! : Gelisme goriilmeyen suslar

istatistiksel analize dahil edilmemistir. *°: Her inkiibasyon siiresi igin ayn1 satirda yer alan degerlerde ayni harf igerenler istatistiksel olarak farkli degildir (p > 0,05).
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Cizelge 4.3’de yer alan proteolitik aktivite degerleri bulunan SK-21, SK-12 kodlu
izolatlarin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonucundaki aktivite degerleri
arasinda istatistiksel olarak 6nemli fark bulundugu goriilmektedir. BO15-1, SU-34, SE-
42, SBY-7, B04 kodlu izolatlarin ise 24 saat inkiibasyon siiresi aktivite degerlerinde
istatistiksel olarak dnemli fark bulunmaktadir. BO13-2 izolatinin 48 saat inkiibasyon
stiresi sonucundaki aktivitesi istatistiksel olarak ©Onemli farka sahiptir. 35°C
inkiibasyon sicakliginda 27 maya izolatinin inkiibasyon siiresi arttikca genellikle
proteolitik aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Yapilan ¢alisma sonucunda proteolitik
aktivite gosteren peptitlerin genellikle 2-12 amino asit i¢eren kisa zincirli peptitler
oldugu tespit edilmistir (Priyanto ve dig., 2015). Bu nedenle, yiiksek proteolitik
aktiviteye sahip olan izolatlarda diistik molekiil agirlikli peptitlerin  bulunma

olasiliginin fazla oldugu 6ngoriilmektedir (Toopcham ve dig., 2017).

Yamadazyma spp.’nin 6 farkli izolatin1 birbirleriyle karsilatirmak icin 24 saat
inkiibasyonu sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.4’de yer alan a grafiginde; 48 saat
inkiibasyonu b grafiginde; 72 saat inkiibasyonu da c grafiginde verilmistir. Elde edilen
a grafigindeki verilere gore 6 farkli Yamadazyma spp. izolatinin tiim inkiibasyon
sicakliklarina bakildiginda 35°C’deki B514-2 izolatinin Pz indeks degerinin en diistik
oldugu bu sebeple en yiiksek proteolitik aktivite gosterdigi sonucuna ulagilmustir.
Ayni1 B514-2 izolat1 48 saat inkiibasyon sonucunda da en yiiksek proteolitik aktiviteye
sahiptir. 72 saat inkiibasyon sonucunda ise 25°C’deki degerinin en yliksek proteolitik

aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tim grafik verileri incelendiginde ise sicakligin proteolitik aktivite lizerinde etkili

oldugu sonucuna ulagilmaktadir.

Literatirde Yamadazyma spp.’nin metabolit iretimine dair pek fazla g¢alisma
bulunmamaktadir. Konu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda; Yamadazyma terventina’nin
proteolitik aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Ciafardini ve dig., 2013). Yamadazyma
spp.’nin calisildigr baska bir calismada da sogukta gelisen mikroorganizmalarin
izolasyonu yapilarak 18 adet mayanin sogukta gelisen aktif enzim iiretme
potansiyelleri incelenmis ve 4 adet mayada proteolitik aktivite gozlenmistir. En yiiksek
proteaz aktivitesi gosteren susun Yamadazyma izolatina ait oldugu ve logaritmik fazin
basinda ve sonunda yiiksek proteaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir (Daskaya

Dikmen, 2018).
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Sekil 4.4 : Yamadazyma spp.’lerinin proteolitik aktiviteleri.

a: 24 saatteki 15,25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; b: 48 saatteki 15,25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; ¢: 72 saatteki 15,25,35°C
sicakliklarindaki karsilagtirilmasi
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Sekil 4.5 : Hanseniaspora spp.’lerinin proteolitik aktiviteleri.

a: 24 saatteki 15, 25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; b: 48 saatteki 15, 25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; ¢: 72 saatteki 15,
25,35°C sicakliklarindaki karsilagtirilmasi.
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Hanseniaspora spp.’nin 7 farkli izolatin1 birbirleriyle karsilatirmak igin 24 saat
inkiibasyonu sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.5°de yer alan a grafiginde; 48 saat
inkiibasyonu b grafiginde; 72 saat inkiibasyonu da c grafiginde verilmistir. Elde edilen
a grafigindeki verilere gore 7 farkli Hanseniaspora spp. izolatinin tiim inkiibasyon
sicakliklarina bakildiginda 35°C’deki SE-42 izolatinin Pz indeks degerinin en diisiik
oldugu bu sebeple en yiiksek proteolitik aktivite gosterdigi sonucuna ulagilmustir.
Ayni1 SE-42 izolat1 48 saat ve 72 saat inkiibasyon siirelerinde 25°C sicakliginda en
yiiksek proteolitik aktiviteye ulagtigi goriilmiistiir.

Tiim grafik verileri incelendiginde ise sicakligin proteolitik aktivite tizerinde etkili
oldugu sonucuna ulasilmaktadir. Tiiketime hazir sebzeler, siit ve siit iirtinleri, et gibi
farkli gida matrislerinden izole edilen 66 adet Pseudomonas susunun incelendigi bir
calismada gida izolatlarmin toplamda %49’unun kantitatif analizde proteolitik
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Farkli gida matrisindeki izolatlar arasinda farkli
proteolitik aktivite tespit edilmistir. Proteolitik aktivite sebze, siit ve siit {irtinleri, et

izolatlarinda sirasiyla %58, % 47, %30 olarak bulunmustur (Caldera ve dig., 2016).

Metschnikowia spp.’nin 8 farkli izolatini birbirleriyle karsilatirmak igin 24 saat
inkiibasyonu sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.6’de yer alan a grafiginde 48 saat
inkiibasyonu b grafiginde; 72 saat inkiibasyonu da c grafiginde verilmistir. Elde edilen
a grafigindeki verilere gore 8 farkli Metschnikowia spp. izolatinin tiim inkiibasyon
sicakliklarma bakildiginda 25°C’deki SK-21 izolatinin Pz indeks degerinin en diigiik
oldugu i¢in en yiiksek proteolitik aktivite gdsterdigi sonucuna ulagilmistir. SK-12
1zolat1 48 saat inkiibasyon siiresinde 25°C’de en yliksek proteolitik aktiviteye sahiptir.
72 saat inkiibasyon sonucunda da 25°C’deki SK-21 izolatinin en yiiksek proteolitik

aktiviteye sahip oldugu gortilmiistiir.

Chasseriaud ve dig. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fermente lziimde
kromojenik bir substrat olan azokazein kullanilarak proteolitik aktivite ol¢lilmiistiir.
Metschnikowia pulcherrima gibi tiziimlerde dogal olarak bulunan bazi maya suslari
tarafindan salgilanan proteazin sarap proteinlerine karsi aktif oldugu goriilmiistiir.
Proteolitik aktivite, azokazein proteolizi araciligiyla siipernantant icerisine salinan
boyanin 440 nm optik yogunlukta 6l¢iilmesiyle tespit edilmistir. Metschnikowia spp.
CRBO L0563, 440 nm'de 0.21'e varan bir artigla en giiclii aktiviteyi géstermistir. M.

pulcherrima Y6259 6rneginin sadece 0.17'ye ulastigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.6 : Metschnikowia spp.’lerinin proteolitik aktiviteleri.

a: 24 saatteki 15, 25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; b: 48 saatteki 15, 25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; ¢: 72 saatteki 15,

25,35°C sicakliklarindaki karsilagtirilmasi.
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M. pulcherrima Y6259 disindaki tiim suslar i¢in, proteaz aktivitesi, biiylime fazinin
baslangicindan itibaren tespit edilmistir. M. pulcherrima Y6259 igin proteolitik
aktivite sadece biiyiime evresinin sonunda tespit edilmistir. Literatiirde yapilan

caligmalarin elde edilen sonuglarla tutarli oldugu goriilmektedir.

M. pulcherrima'nin proteolitik aktivitesi birgok c¢alismada da bildirilmistir
(Charoenchai ve dig., 1997; Fernandez ve dig., 2000; Comitini ve dig., 2011). Proteaz
aktivitesinin yogunlugunun susa bagimli oldugu ve gen sekansiyla alakasiz oldugu

gosterilmistir (Reid ve dig., 2012).

Cystofilobasidium spp., Pichia spp. ve Rhodosporidiobolus spp.’lerini birbirleriyle
karsilatirmak i¢in 24 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.7°de yer
alan a grafiginde 48 saat inkiibasyonu b grafiginde; 72 saat inkiibasyonu da c
grafiginde verilmistir. Elde edilen a grafigindeki verilere gore farkli izolatlarin tiim
inkiibasyon sicakliklarina bakildiginda 35°C’deki B5-1 izolatinin Pz indeks degerinin
en diisiik oldugu i¢in en yliksek proteolitik aktivite gosterdigi sonucuna ulasilmistir.
BY2 izolat1 48 saat inkiibasyon siiresinde 25°C’de en yiiksek proteolitik aktiviteye
sahiptir. 72 saat inkiibasyon sonucunda da 25°C’deki BO15-1 izolatinin en yiiksek
proteolitik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir.

Tiim grafik verileri incelendiginde ise sicakligin proteolitik aktivite tizerinde etkili

oldugu sonucuna ulagilmaktadir.

Cizelge 4.4’de mayalarin proteaz iiretimine siirenin etkisi Duncan ¢oklu aralik testi ile
incelenmistir. Cizelgede yer alan mayalarin proteaz iiretimine siirenin etkisinin
sonuglaria bakildiginda farkli sicakliklarin 24 saat, 48 saat ve 72 saat inkiibasyon
stirelerinde farkli tiirlerdeki izolatlarda istatistiksel olarak 6nemli fark bulundugu

sonucuna ulasilmigtir. (p < 0,05)

Cizelge 4.5’ de ise mayalarin proteaz liretimine sicakligin etkisi Duncan ¢oklu aralik
testi ile incelenmistir. Cizelgede bulunan tiim mayalar incelendiginde 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyon siireleri ve farkl sicaklik degerlerinde 8 mayada istatistiksel 6nemli fark
bulunmadig1 sonucu elde edilmistir. Diger maya izolatlarinda ise proteaz {iretimine

sicakligin etkisinde istatistiksel 6nemli fark bulunmustur. (p <0,05)
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Sekil 4.7 : Cystofilobasidium spp. ; Pichia spp. ; Rhodosporidiobolus spp.’lerinin proteolitik aktiviteleri.

a: 24 saatteki 15,25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; b: 48 saatteki 15,25,35°C sicakliklarindaki karsilastirilmasi ; ¢: 72 saatteki 15,25,35°C

sicakliklarindaki karsilastirilmasi.
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Cizelge 4.4 : Mayalarin proteaz iiretimine siirenin etkisinin Duncan ¢oklu aralik testi ile incelenmesi.

izolat Kod Mik . 15°C 25°C 35°C

zolat Rodu iKroorganizma 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat 24 saat 48 saat 72 saat
B015-1 Cystofilobasidium spp. - e fgh g efgh cde gh b bcd
SB-29 Hanseniaspora spp. a a a a a a a a a
SU-35 Hanseniaspora spp. b de defg bc bed bc cde b bcd
SU-34 Hanseniaspora spp. - a a a bcde b ab b bc
SE-42 Hanseniaspora spp. a f h cdef gh e fg c efg
SZY-41 Hanseniaspora spp. a a a a a a a a a
SK-14 Hanseniaspora spp. a f gh efg cdefgh bcde ef b bcd
SKI-38 Hanseniaspora spp. a a bc ab bc b a a a
SKI-36 Metschnikowia spp. a a a a a a - a a
SU-4 Metschnikowia spp. - - b - cdefg a a a a
SK-16 Metschnikowia spp. - a a a a a a a a
SB-26 Metschnikowia spp. - - - - a a - - a
SK-21 Metschnikowia spp. a cd defg defg defgh de abc b cdef
SK-12 Metschnikowia spp. a bc def defg fgh bcde def c g
SU-2 Metschnikowia spp. - a a a a a a a a
SK-20 Metschnikowia spp. a cd def abc cdefg bcde cde c ef
SBY-7 Pichia spp. a a a a ab b a b cde
SK-18 Pichia spp. a a a a a a a a a
BY2 Rhodosporidiobolus spp. - e defgh cde fgh bcde cde b b
BY9 Rhodosporidiobolus spp. - f efgh cde bcdef bed gh c efg
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. - cde cd defg cdefg bcde gh c efg
B010 Yamadazyma spp. a a a cdef cdefg bcde gh c efg
B013-2 Yamadazyma spp. a de def fg efgh cde gh d fg
B015-2 Yamadazyma spp. - - 1 a bc b bcd b bc
B0O4 Yamadazyma spp. - de bcd cd cdefg bcde h de h
B514-1 Yamadazyma spp. a b de ab abc b fg c def
B514-2 Yamadazyma spp. a a a - h f h e h

a,b,c,d,e,f,g,h,1

: Her inkiibasyon sicakligi i¢in ayni siitunda (ayni inkiibasyon siiresi) yer alan degerlerde ayni harfi igerenler istatistiksel olarak farkli degildir. (p > 0,05)
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Cizelge 4.5 : Mayalarin proteaz iiretimine sicakligin etkisinin Duncan ¢oklu aralik
testi ile incelenmesi.

[zolat Mikroorganizma 24 saat 48 saat 72 saat
Kodu 15°C  25°C 35°C 15°C 25°C 35°C 15°C 25°C 35°C
B015-1  Cystofilobasidium spp. - a a a b a b c a
SB-29 Hanseniaspora spp. a a a a a a a a a
SU-35 Hanseniaspora spp. a a a a a a a a a
SU-34 Hanseniaspora spp. - a a a a a a a a
SE-42  Hanseniaspora spp. a b c a a a a a a
SZY-41 Hanseniaspora spp. a a a a a a a a a
SK-14  Hanseniaspora spp. a b b a b a b b a
SKI-38  Hanseniaspora spp. a a a a b a b b a
SKI-36  Metschnikowia spp. a a - a a a a a a
SU-4 Metschnikowia spp. - - a - b a a a a
SK-16 Metschnikowia spp. - a a a a a a a a
SB-26 Metschnikowia spp. - 7 z - a - - a a
SK-21  Metschnikowia spp. a b a c b a b a
SK-12  Metschnikowia spp. a b a b b a a a
SU-2 Metschnikowia spp. - a a a a a a a a
SK-20  Metschnikowia spp. a ab b a b b a a a
SBY-7  Pichia spp. a a a a b c a b b
SK-18 Pichia spp. a a a a a a a a a
BY2 Rhodosporidiobolus spp. - a a a b a b c a
BY9 Rhodosporidiobolus spp. - a b a a b a a a
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. - a a a b b a b b
B010 Yamadazyma spp. a b c a b b a b b
B013-2  Yamadazyma spp. a b c a b b a b b
B015-2  Yamadazyma spp. - a a - a a b ab a
B04 Yamadazyma spp. a b c a b c
B514-1 Yamadazyma spp. a a b a b c a a
B514-2  Yamadazyma spp. a - b a b b a b

abc : Her maya izolat: i¢in ayn1 inkiibasyon siiresinde aym satirda yer alan degerlerde ayni harfi igerenler
istatistiksel olarak farkli degildir. (p>0,05)

Cizelge 4.6’ da yer alan sonuclara bakildiginda 27 adet mayanin Pz indeksleri degerlerine

gore izolatlarin dagilimi goriilmektedir.
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Cizelge 4.6 : Pz indeksi degerlerine gore maya izolatlarinin dagilimi.

27 susun proteolitik aktivitesi 15°C 25°C 35°C
. 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Pz indeks
saat saat saat Saat sSaat saat saat Saat sSaat
Proteaz
Yiiksek <0,40 0 0 1 0 2 2 0 2 2
Orta 0,41-0,60 0 0 4 1 8 10 7 7 6
Diisiik 0,61-0,80 0 9 10 10 7 6 4 9 10
Cok diisiik 0,81-0,99 2 4 1 4 3 1 7 1 1
Yok 1 14 11 10 9 7 8 7 7 8
Gelismeyen m/o 11 3 1 3 0 0 2 1 0

Pz indeks: Koloni Cap1/(Koloni Capi+Hidroliz Zonu)

15°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda %51,9 unun 1 Pz indeks degerinde oldugu; 48
saat inkbasyonu sonucunda degerlerinin yogunlukla 0,61-0,80 aralig1 ve 1 Pz indeks
degeri sonucunda bulundugu; 72 saat inkiibasyon sonucunda yiiksek proteolitik
aktivite gosteren (<0,40) 1 adet izolatin bulundugu goriilmektedir. 72 saat inkiibasyon
sonucunda yer alan degerlerin %37 sinin 0,61-0,80 araliginda ve 1 Pz indeks degerinde

yer aldig1 sonucu elde edilmistir.

25°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda yer alan degerlerde %37 sinin diisiik
proteolitik aktivite degeri olan 0,61-0,80 araliginda yer aldigi; %33,3 tiniin proteolitik
aktivite olmayan 1 Pz indeks degerinde oldugu ve orta proteolitik aktivite degerine
sahip 1 adet izolatin bulundugu goriilmektedir. 48 saat inkbasyonu sonucunda
degerlerin yogunlukla 0,41-0,60; 0,61-0,80 aralig1 ve 1 Pz indeks degerinde oldugu
sonucuna ulasilmistir. 2 maya izolatinin ise yiiksek aktivite degeri araliginda oldugu
bulunmustur. 72 saat inkiibasyon sonucunda da yiiksek proteolitik aktivite gosteren
(<0,40) 2 adet izolatin bulundugu goriilmektedir. 72 saat inkiibasyon sonucunda yer
alan degerlerin %37 sinin orta proteolitik aktivite araliginda ve 1 Pz indeks degerinde

yer aldig1 sonucu elde edilmistir.

35°C’ de 24 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen veriler orta, ¢ok diisiik ve aktivite
olmayan 1 Pz indeks degerlerinde yogun oldugu goriilmektedir. 48 ve 72 saat
inkiibasyon sonucunda 2 maya izolatinin yiiksek aktivite degeri araliginda oldugu
bulunmustur. Diger degerlerin ise genellikle orta, diisiik proteolitik aktivite araliginda
ve 1 Pz indeks degerinde yer aldigi bulunmustur. Galan-Ladero ve dig. (2010)
tarafindan Candida tropicalis’ in 29 susunun 37°C ve 22°C’de ve 24, 48, 72 saat
stirelerinde hemoliz, aspartil proteaz, fosfolipaz ve esteraz enzimatik aktivitelerinin Pz
indeks degerlerinin incelendigi bir ¢alismada 37°C' de ve 24 saatte, suslarin ¢ogunda

(28/29) ¢ok diisiik proteaz aktivitesi elde edilirken, 72 saatte suslarin yarisi orta
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diizeyde aktivite (0,41-0,60) gostermistir. 22°C'de ise disiik aktivite goriilmiistiir.
Candida spp.'de aspartil proteaz aktivitesi ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma
bulunmaktadir (Fotedar & Al-Hedaithy, 2005;Trofa ve dig., 2008). Kantarcioglu &
Yiicel (2002) tarafindan elde edilen sonuglarda da benzer degerler elde edilmistir.

Yamamoto ve dig. (1992) ise 18 susun 13'iinde proteolitik aktivite elde etmislerdir.

Henrique ve dig. (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Cryptococcus neoformans’
m klinik ve g¢evresel izolatlar1 arasindaki proteinaz ve fosfolipaz enzimlerini iiretme
oranlar1 karsilastirilmistir. Klinik ve ¢evresel kokenli Cryptococcus neoformans’ in 78
izolat1 test edilmistir. Klinik orjinli suslarda fosfolipaz iiretim orannin proteinaz
tiretim oranindan daha fazla oldugu bulunmustur.Cevresel orjinli izolatlar arasinda

bdyle bir fark bulunmamastir.

4.2 Siipernatantlarin ADE inhibitér Aktivitesi

Tez caligsmasi kapsaminda yapilan analizler sonucunda proteolitik aktivitesi belirlenen
13 farkli mayanin 25°C’ de 24 ve 48 saat sonucundaki % ADE inhibisyon aktiviteleri
cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.7 : Maya izolatlarinin ADE inhibisyon aktivitesi.

ADE inhibisyon aktivitesi (%)

Izolat Kodu Mikroorganizma

24 saat 48 saat

B015-1 Cystofilobasidium spp. 20,77+3,84°2PEF 19,50+7,32%
SE-42 Hanseniaspora spp. 8,78+3,37°¢ 17,60+0,833¢P
SK-14 Hanseniaspora spp. 8,60+2,06°¢ 20,53+3,0028¢
SU-34 Hanseniaspora spp. 18,08+4,042EF 17,94+9,628¢P
SU-4 Metschnikowia spp. 17,41£10,113PEF 21 57+6,33%CD
SK-20 Metschnikowia spp. 31,66+3,28%8 22,42+2 390BC
B5-1 Rhodosporidiobolus spp. 22,95:+5,533BC0EF 8,60+1,93°P

BY9 Rhodosporidiobolus spp. 27,75+6,48%ABCDE 14 63+0,55°CP
B010 Yamadazyma spp. 20,08+9,44°EF 36,1249,68%A
B013-2 Yamadazyma spp. 31,34+3,89%48C 30,10+9,49248
B04 Yamadazyma spp. 21,63+3,013C 18,44+4,85%8C
B514-1 Yamadazyma spp. 34,62+7,00%4 19,57+6,41°¢
B514-2 Yamadazyma spp. 30,43+4,85*4BCD 14 29+2 24°CD

ab: Her izolat i¢in ayni satirda yer alan degerlerde aym harf igerenler istatistiksel olarak farkli degildir.

(p >0,05)

ABCDEFRG . Her inkiibasyon siiresi igin aym siitunda yer alan degerlerde ayni harf igerenler istatistiksel

olarak farkli degildir. (p > 0,05)

44



Mikrobiyal fermantasyon sonrasinda elde edilen siipernatantlarin anjiyotensin
doniistiiriici.  enzim (ADE) inhibitor aktivitelerinin  degerlendirilmesi igin
spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Siipernatantta var oldugu diisiiniilen
peptitlerin inhibitor aktivitesine bagli olarak ADE c¢alismasi1 reaksiyon ortaminda
engellenmekte ve hippuril-L-histidil-L-16sin (HHL) substratinin hippiirik aside
doniisiimii  6nlenmektedir. Islem sonunda olusan hippiirik asit miktari
spektrofotometrik olarak Olciilerek izolatlarin % ADE inhibisyon aktiviteleri
hesaplanmaktadir. Cizelge 4.7°de gorildiigii lizere hidroliz siiresindeki artisa baglh
olarak izolatlarin ADE inhibitor aktivitelerinin genellikle azaldigi gozlenmistir. SE-
42, SK-14, SU-4 ve B010 izolatlarinda ise ADE inhibisyon aktivitelerinde zamana
bagli artis oldugu gdzlenmistir. 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda ise farkli
mayalarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu sonucuna ulagilmistir. 24 saat
inkiibasyon sonucunda ADE inhibisyon aktivitesi en yiiksek olan izolatin B514-1
izolat1 oldugu goriilmiistiir. 48 saat inkiibasyon sonucunda ise BO10 kodlu izolatin en

yiiksek ADE aktivitesi gosterdigi sonucu elde edilmistir.
4.2.1 ADE inhibitor aktivitesinin degerlendirilmesi

Peptitlerin zincir uzunluklari, amino asit sekanslar1 ve bilesimleri ADE inhibisyonu
tizerinde etkili faktorlerdir (Hernandez-Ledesma ve dig., 2011;Aluko, 2015). ADE
inhibisyon aktiviteleri ile ilgili literatiirdeki ¢aligmalarda uzun zincirli, biiyiikk molekiil
agirlikli peptitlerin ADE’nin aktif bolgesine baglanamadig: bildirilmistir (Natesh ve
dig., 2003; Jakubczyk ve dig., 2013). Literatiirde yapilan incelemeler sonucunda ADE
inhibitor aktivite gosteren peptitlerin genellikle 2-12 amino asit iceren kisa zincirli
peptitler oldugu tespit edilmistir (Gu & Wu, 2013; Priyanto ve dig., 2015; Sornwatana
ve dig., 2015; Wang ve dig., 2018). Bu nedenle yiiksek ADE inhibitor aktiviteye sahip
olan izolatlarda diisiik molekiil agirlikli peptitlerin bulunma olasiliginin fazla oldugu

diistiniilmektedir (Toopcham ve dig., 2017; Dikmen, 2018).

Ote yandan uzun zincirli peptitlerin de ADE inhibisyonu sagladigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Bu durum peptit bilesiminde bulunan amino asitlerin
ozellikleri ile agiklanmaktadir. Aspartik asit ve glutamik asit gibi asidik amino asitler
peptitin negatif yiiklii olmasina sebep olabilir. Negatif yiiklii peptit ile ADE’de
bulunan ¢inkonun sellat olusturmasina bagli enzimin ¢alismasi engellenebilir (Aluko,
2015).
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ADE inhibitor peptitlerin genel olarak amino ve karboksi ucunda bazi spesifik amino
asitleri igerdikleri bildirilmektedir (lwaniak ve dig., 2014). Literatiirde yapilan
calismalarda tirozin, triptofan, prolin, lisin, izoldsin, valin, 16sin ve arginin amino
asitlerini igren peptitlerin daha yiiksek ADE inhibit6r aktivite gosterdigi bulunmustur
(Lopez-Fandifio ve dig., 2006; Guang & Phillips, 2009; Gu & Wu, 2013). ADE
inhibitor aktivite gosteren farkli uzunluklarda ve bilesimde bir¢ok peptit
bulunmaktadir (Wu ve dig., 2006). Dipeptit, tripeptit ve tetrapeptitlerden daha uzun
peptitlerde inhibisyon etkisi karboksi ucunda bulunan amino asitlerle
iliskilendirilmektedir (Iwaniak ve dig., 2014). Ceviz proteini hidrolizatlarindan izole
edilen ADE inhibitdr peptitin aktivitesine bilesiminde bulunan hidrofobik amino
asitler (triptofan ve prolin), pozitif yiiklii amino asitler ve aromatik amino asitlerin
katki saglamis olabilecegi bildirilmistir (Liu ve dig., 2013). Piring kabugu proteininden
elde edilen YSK sekansli kisa zincirli peptitin ADE aktif bolgesi ile gok gii¢lii hidrojen
bagi olusturdugu bildirilmistir (Wang ve dig., 2017).

24 ve 48 saatte incelenen izolatlar arasinda 24 saat izolatlarinin ADE inhibisyon
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu siireye bagli olarak bazi izolatlarin ADE inhibisyon
etkisinde azalmalarin oldugu goriilmektedir. Tez ¢calismasinda da yiiksek degere sahip
hidrolizatlarin ADE inhibisyon etkisinin kisa hidroliz siliresine bagli olarak
olusabilecek diisiik molekiil agirlikli peptit igerikleri ile iligkili olabilecegi

distiniilmektedir.

4.3 izolatlarin proteolitik aktiviteleri ile ADE inhibitér aktivitelerinin

karsilastirilmasi

Sekil 4.8°de 13 farkli maya izolatinin 24 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen ADE
inhibisyon aktiviteleri ve Pz indeks degerleri karsilatirilmistir. 24 saat inkiibasyon
siiresi sonunda yiliksek ADE inhibitér etkinligi gozlemlenen B514-1 numaral
Yamadazyma spp. izolatinin Pz indeks degerinin 0,95 oldugu goriilmiistir. Ayni
inkiibasyon kosullarinda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin ise 0,59 Pz
indeks degeriyle BO15-1 Cystofilobasidium spp. izolati oldugu ve ADE inhibitor
aktivitesinin ise %20,77 oldugu goriilmistiir. En diisiik ADE aktivitesine sahip izolat
ise SK-14 kodlu Hanseniaspora spp. olup Pz indeksi 0,64’tir. Bu durum ilgili

izolatlarn iirettigi proteaz ve diger metabolitlerle iliskilendirilebilir.
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Sekil 4.8 : Secilen maya izolatlarinin 24 saat Pz indeks ve ADE inhibisyon
aktiviteleri karsilagtirmasi.

Literatiirde belirtildigi lizere enzimatik hidrolizde kullanilan proteaz, reaksiyon
sonucunda elde edilecek peptitin sekansi ve biyoaktivitesi tizerinde etkilidir (Daskaya-

Dikmen ve dig., 2017).

Sekil 4.9°da 13 farkli maya izolatinin 48 saat inkiibasyonu sonucunda elde edilen ADE
inhibisyon aktiviteleri ve Pz indeks degerleri karsilatirilmistir. 48 saat inkiibasyon
stiresi sonunda en yliksek ADE inhibitdr aktivitesi gosteren izolatin BO010
Yamadazyma spp. oldugu ve Pz indeksinin 0,60 oldugu goriilmiistiir. Ayn1 inkiibasyon
kosullarinda en yliksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin ise 0,33 Pz indeks degeriyle
B514-2 Yamadazyma spp. izolati oldugu ve ADE inhibitor aktivitesinin ise %14,29
oldugu goriilmiistiir. En diisik ADE aktivitesine sahip izolat ise B5-1 kodlu
Rhodosporidiobolus spp. olup Pz indeksi 0,58’ dir.

Alkalaz, flavourzyme, termolizin, tripsin, kimotripsin, pepsin, papain, notraz,
bakteriyel ve fungal proteazlar gibi farkli proteolitik enzimlerin proteinleri hidrolize

ettigi bildirilmektedir (Chiang ve dig., 2006; Thewissen ve dig., 2011; Gu & Wu, 2013;
He ve dig., 2013).
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Sekil 4.9 : Secilen maya izolatlarinin 48 saat Pz indeks ve ADE inhibisyon
aktiviteleri karsilagtirmasi.

Kullanilan enzimden bagimsiz olarak, sicaklik, hidroliz siiresi ve enzim/protein orant,
ADE inhibe edici aktiviteye sahip peptit liretiminde onemli faktorler olarak kabul
edilir (Chiang ve dig., 2006; Cheung ve dig., 2009; Garcia ve dig., 2015; Priyanto ve
dig., 2015). Proteolitik enzimin substrata 6zgiilliigli nedeniyle, hidrolizatlarin peptit
bilesimi ve dolayisiyla ADE inhibe edici aktiviteleri degismektedir (Van der Ven ve
dig., 2002; He ve dig., 2013). ADE inhibe edici peptitler genellikle kisa zincirli
oldugundan, enzimler yiiksek hidroliz derecesine sahip olmalidir (Espejo-Carpio ve
dig., 2013; De Gobba ve dig., 2014). En uygun sicaklik ve pH, enzime bagl olarak
farklilik gdsterebilir. Ornegin alkalaz (Qu ve dig., 2013) igin 50°C ve pH 9.0,
flavourzyme (Bao ve dig., 2016) i¢in 50°C ve pH 6.0 ve termolizin (Garcia ve dig.,
2015) i¢in 50°C pH 8,0 ve papain (Mohan ve dig., 2016) i¢in 65°C ve pH 7.0
seklindedir. Alcalaz ve termolisin, diger proteolitik enzimlerden daha yiiksek ADE
inhibe edici aktif peptitler iiretme yetenegine sahiptir (Chiang ve dig., 2006; Pihlanto
ve dig., 2008; Ambigaipalan ve dig., 2015; Priyanto ve dig., 2015; Garcia ve dig.,
2015; Mékinen ve dig., 2016; Bao ve dig., 2016). C-terminal amino asitlerde Ala, Val,
Leu, lle, Phe, Pro, Trp ve Met gibi zengin hidrofobik amino asit igerigine sahip olan

peptitler, boliinme tercihinden dolay1 alkalaz ile elde edilebilir (Lourengo da Costa ve
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dig. 2007). Termolizin s6z konusu oldugunda, Trp, Tyr, Phe, Ile, Leu, Val, Ala veya
Met gibi hidrofobik N-terminal amino asitlerin peptitlerin aktivitesi i¢in nemli oldugu
bilinmektedir (Arnold ve dig., 1996).

Baz1 ¢aligmalarda enzimlerin kombinasyonu enzim 6zgiilliigii nedeniyle potansiyel
ADE inhibe edici peptitlerin etkisini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Majumder & Wu,
2010; Ambigaipalan ve dig., 2015). Sadece termolizin ve termolizin-pepsin
kombinasyonu ile sindirilen soya proteininin ADE inhibe edici aktivitelere sahip
oldugu ve sirasiyla IC50 degeri 51.8 ug/mL ve 53.6 pg/mL oldugu rapor edilmistir.
Bununla birlikte, termolisin, pepsin ve tripsin tiglii kombinasyonu kullanilarak, 115.6
ug/mL'lik daha yiiksek bir IC50 degeri elde edilmistir. Bu nedenle, tripsinin soya
fasulyesinin ADE-inhibitor aktivitesini daha fazla etkiledigi gozlenmistir (Gu & Wu,
2013). Bu sebeple, iki veya daha fazla enzimin kombinasyonu tek enzimatik islemden
daha yiiksek ADE 6nleyici aktivite gosterebilir.

ADE inhibe edici peptitlerin enzimatik {iretiminde yiiksek verim elde etmek i¢in
yilksek basin¢g (HP), ultrason ve mikrodalga gibi yeni teknikler kullanilarak
arastirmalar yapilmaktadir (Hernandez-Ledesma ve dig., 2011; Qu ve dig., 2012; Otag
& Hayta, 2016). Garcia-Mora ve dig. (2015) kisa zincirli (<3 kDa) daha fazla peptit
elde ederek, HP'nin lentil hidrolizatlannin ADE-inhibitor aktivitesini arttiran farkli
enzimler ile proteolize yardim ettigini gostermistir. HP'nin, enzimlerin substrata daha
yiiksek erisilebilirligi ve yeni hedef amino asitlerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle biyoaktif
dizilerin salinimini destekledigi sonucuna varilmistir (Garcia-Mora ve dig., 2015). HP
uygulamasina benzer sekilde, ultrason teknikleri de enzimatik siirecte kullanilmaktadir
(Jia ve dig., 2010; Qu ve dig., 2013). ADE inhibisyonunda énemli bir role sahip olan
bir C-terminal hidrofobik amino asite sahip daha fazla peptit, ultrasonik islemle elde
edilebilir, ¢iinkii bu 6n islem daha fazla hidrofobik grup ve molekiillerin i¢indeki
bolgelerin disar1 ¢ikmasina neden olur (Jia ve dig., 2010). Baska bir ¢alismada, Otag
ve Hayta (2016) tarafindan enzimatik hidrolizle nohut kaynakli peptidlerin ADE
inhibe edici aktivitesi {izerinde mikrodalganin etkisi arastirilmis ve mikrodalga islemi
goren numunelerde daha yiiksek ADE inhibitor aktivitesi bulunmustur (aktivite % 4,5
oraninda artmigtir).

Yukarida agiklanan yontemlere ek olarak, ADE inhibe edici peptitler, proteolitik
aktiviteye sahip kiiltiirler kullanilarak fermantasyon yoluyla elde edilebilir (Hayes ve
dig., 2007). ADE inhibitdrii peptit fermantasyonu icin laktik asit bakterileri (LAB)
genellikle baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanilir (Hayes ve dig., 2007; Rizzello ve dig.,
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2008; Jakubczyk ve dig., 2013; Nejati ve dig., 2013;Shu ve dig., 2015). Bununla
birlikte, yapilan arastirmalar Bacillus spp. gibi LAB disindaki mikroorganizmalarin da
oldugunu gostermektedir (Lee ve dig., 2015; Moayedi ve dig., 2016). Staphylococcus
vitulus (Fernandez ve dig., 2016), Saccharomyces cerevisiae (Vermeirssen ve dig.,
2003; Jakubczyk ve dig., 2013; Daskaya-Dikmen ve dig., 2017) Debaryomyces
hansenii (Garcia-Tejedor ve dig., 2015), Mucor spp. (Hang & Zhao, 2012) ve
Aspergillus spp. (Wang ve dig., 2008) de baslangig kiiltiirleri olarak kullanilabilir.
Baslangig kiiltiirleri, fermentasyon kosullar1 ve inokulum seviyeleri, ADE inhibe edici
peptit iiretiminde 6nemli rol oynar (Jakubczyk ve dig., 2013; Shu ve dig., 2015;
Fernandez ve dig., 2016). Shu ve dig. (2015) Lactobacillus plantarum ile fermente
edilmis bezelye (Jakubczyk ve dig., 2013) ve Mucor spp. tarafindan fermente edilen
mao-tofudaki (Hang & Zhao, 2012) gibi Lactobacillus plantarum tarafindan fermente
edilen siitte de ADE inhibitér aktivitesinin, fermantasyon siiresi ile arttigini
bildirmistir.

Yiiksek inokulum seviyesi ADE inhibe edici peptitlerin ayrismasina sebep oldugundan
dolay1; inokulum seviyesine bagli olarak ADE inhibe edici aktivitenin degistigi
bildirilmistir (Shu ve dig., 2015). Fermantasyon kosullarina ve inokulum seviyesine
ek olarak, kullanilan sus veya farkli kiiltiirlerin birlikte kullanilmas1 da ADE inhibe
edici peptit liretiminde 6nemli bir rol oynar. Pichia kudriavzevii, Enterococcus
faecalis ve Lactobacillus plantarum ortak kiiltiirleriyle fermantasyonun diisiik acilikta
ve diisiik IC50 degeri (30.63 pg / mL) gosteren ADE inhibe edici peptitler iirettigi
bildirilmistir (Chaves-Lopez ve dig., 2014).

Peptidin ADE inhibe edici aktivitesi, hidrofobik amino asit igerigi, Trp ve Pro ile
iligkilidir. Pozitif yiiklii amino asitler ve aromatik amino asitler, peptitlerin ADE inhibe
edici aktivitesine katkida bulunabilir (Liu ve dig., 2013). N-terminalindeki alifatik ve
hidrofobik tortular, ortada bir bazik arginin ve C-terminalindeki bir aromatik tirozin,
peptidin ADE inhibe edici aktivitesini arttirabilir (Moayedi ve dig., 2016). ADE inhibe
edici aktivite ile peptit yapisi arasindaki iliski tam olarak agiklanmamasina ragmen,
peptidin inhibe edici potansiyelinin yapisal ve kompozisyon 6zelliklerine bagli oldugu
sonucuna varmak miimkiindiir.

ADE inhibitor aktivitesi ¢esitli substratlar, ortamlar ve analitik teknikler kullanilarak
farkli yontemlerle dl¢iilmektedir (Thewissen ve dig., 2011; Sornwatana ve dig., 2015;
Garcia-Mora ve dig., 2015; Daskaya-Dikmen ve dig., 2017). Bunlarin arasinda en ¢ok

kullanilan yontem, 1971'de Cushman ve Cheung tarafindan gelistirilmistir. ADE'nin
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etkisiyle hippuril-L-histidilL-16sinin (HHL) etil asetat ekstraksiyonuyla olusan
hippiirik asit (HA) konsantrasyonunun 228 nm'de spektrofotometre ile belirlenmesine
dayanir (Daskaya-Dikmen ve dig., 2017). Bu analiz basit ve ekonomik olsa da,
bildirilen bazi sinirlamalar vardir. 228 nm'de de giiglii bir sekilde absorbe olan
hidrolize edilmemis HHL'nin etkilesimi, ADE aktivitesinin fazla tahmin edilmesine
neden olabilir (Li ve dig., 2005). Ayrica, karmasik peptit karigimlarina
uygulandiginda, karisan molekiiller de yanlis 6l¢timlere neden olabilir (Boschin ve
dig., 2014). Substrat agisindan, N- (3- (2-furil) akriloil) -I-fenilalanilglisilglisin
(FAPGG) veya 3-hidroksibutirilglisil-glisil-glisin (3HB-GGG), HHL'ye alternatif
olarak kullanilabilir (Lam ve dig., 2007; Thewissen ve dig., 2011).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez caligmast kapsaminda yapilan ¢alismalarda Tiirkiye’den izole edilen 27 adet
mikroorganizma kullanilmistir. Tim izolatlar 15°C, 25°C ve 35°C olmak {lizere li¢
farkli sicaklikta 24, 48, 72 saat inkiibasyon kosullarinda Yadav ve dig. (2016)
tarafindan Onerilen bazal besiyerinde gelistirilerek Galan-Ladero ve dig. (2010)

tarafindan kullanilan 6l¢tim sonuglarina gore proteolitik aktiviteleri belirlenmistir.

Cevresel Ornekler ve meyvelerden izole edilen 27 izolattan 25°C° de 24 saat
inkiibasyonu sonucunda en yiiksek proteolitik aktiviteye sahip izolatin (Pz indeks:
0,60) B015-1 Cystofilobasidium spp. oldugu; 48 saat inkiibasyon sonucunda (Pz
indeks: 0,33) B514-2 Yamadazyma spp. izolatt oldugu ve 72 saat inkiibasyonu
sonucunda da (Pz indeks: 0,20) B514-2 Yamadazyma spp. izolatinin en yiiksek

proteolitik aktiviteye sahip oldugu sonucu elde edilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda ise farkli proteolitik aktiviteye sahip izolatlar yagsiz siit
ortaminda farkli siirelerde fermantasyona birakilarak ADE inhibisyon aktiviteleri
spektrofotometrik olarak oOlgiilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda, 24 saat sonunda
en yliksek ADE inhibitor aktivitesi (% 34,62+7,00) B514-1 numarali Yamadazyma
spp. izolatinda goriilmiistiir. 48 saat sonunda en yiiksek ADE inhibitor aktivitesi (%
36,12+9,68) BO010 kodlu Yamadazyma spp. izolatinda belirlenmistir.

Tez ¢alismasi sonucunda yerel izolatlarin ADE inhibisyon aktivitesi gdsterdigi, gida
protein kaynakli ADE inhibitdr peptitlerin tip, gida vb. alanlarda kullanilabilme
potansiyeline sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Izolatlarin ADE inhibitdr aktiviteleri
cok yiiksek degildir. Yapilacak optimizasyon ¢alismalari ile aktivitenin artirilabilecegi
ongoriilmektedir. ADE inhibe edici peptidler igin diger o6nemli konu ise
gastrointestinal sindirim ve emilim sirasinda aktif kalmalar1 ve biyolojik etkinliklerini
gostermek icin kardiyovaskiiler sisteme ulagsmalar1 gerekmektedir. ADE inhibe edici
aktivite, amino asit kompozisyonu ve peptitlerin zincir uzunlugu tarafindan

etkilenebilir. Prolin ve hidroksiprolin igeren peptidlerin ve C-terminal prolin-prolin
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iceren tripeptitlerin sindirim enzimleri tarafindan bozulmaya kars1 direngli oldugu

bilinmektedir.

ADE inhibe edici peptitlerin etkileri konusunda bir¢cok calisma yapilmis olmasina
ragmen, c¢alismalarin c¢ogu siit peptidleri tlizerinde yapilmistir. Farkli protein
kaynaklariin da ADE inhibe edici peptit iiretme potansiyelleri agisindan arastirilmaya
elverigli konular arasinda bulundugu 6ngoriilmektedir. Ayrica, gida ve ilag endiistrisi
igin peptidlerin tretilmesi i¢in 6lgek biiylitme ¢alismalar1 da gereklidir. ADE inhibe
edici peptitler Tlizerinde yapilan c¢alismalar genellikle laboratuar O6lgeginde
yapilmaktadir. Fakat bu peptidleri sanayilestirmek icin 6l¢ek biiyiitme/pilot 6lgek
caligmalar1 gereklidir. ADE inhibe edici peptitlerin sanayilesmesi, sentetik ilaglara bir
alternatif olarak onemli oldugundan, daha fazla dl¢eklendirme ¢aligmasi yapilmasi
gerekir. Bu galismalara bagli olarak, ADE inhibe edici peptitleri besin takviyesi olarak
kullanmak ve/veya bunlar1 diger gida firiinlerine dahil etmek miimkiin olacaktir.
Peptitlerin gida iirlinlerine dahil edilmesinde 6nemli olan bir diger nokta ise ADE
inhibe edici peptitlerin aciligidir. Aci tadi ADE inhibe edici peptitlerden ¢ikarmak igin
farkli teknikler gelistirilmistir ve peptitlerin kapsiillenmesi, peptitlerin ac1 tadim
maskelemek i¢in kullanilan en uygun teknik olarak bildirilmektedir. Bununla birlikte,
diisiik aciliga sahip ADE inhibe edici peptitler, ortak kiiltiir fermantasyonu yoluyla da

iretilebilecegi literatiirde bildirilmektedir.

Sonu¢ olarak, c¢alisma kapsaminda kullanilan hammadde, ADE aktivitesinin
belirlenmesi  sirasinda  kullanilan  enzim ve optimum c¢alisma kosullar
degerlendirildiginde uygun maliyetli ve katma degeri yiiksek iirlin eldesinin

saglanabilecegi yorumu yapilabilmektedir.
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EKLER

EK A: ANOVA tablolari
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Cizelge A.1 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,003 0,003 0,478 0,527
Hata 4 0,027 0,007
Toplam 5 0,031

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.2 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,105 0,053 16,041 0,004
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,125

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.3 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,109 0,055 16,569 0,004
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,129

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.4 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda dlgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,010 0,005 1,950 0,223
Hata 6 0,015 0,002
Toplam 8 0,024

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.5 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,003 0,001 0,437 0,665
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,023

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.6 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,017 0,009 2,570 0,156
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,038

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.7 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,008 0,008 2,864 0,166
Hata 4 0,011 0,003
Toplam 5 0,019

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.8 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,154 0,077 1,352 0,328
Hata 6 0,341 0,057
Toplam 8 0,495

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.9 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda dl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,151 0,076 3,082 0,120
Hata 6 0,147 0,025
Toplam 8 0,299

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.10 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,208 0,104 25,939 0,001
Hata 6 0,024 0,004
Toplam 8 0,232

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.11 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,089 0,045 2,950 0,128
Hata 6 0,091 0,015
Toplam 8 0,180

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.12 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,051 0,026 1,896 0,230
Hata 6 0,081 0,014
Toplam 8 0,132

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.13 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,227 0,114 23,565 0,001
Hata 6 0,029 0,005
Toplam 8 0,256

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.14 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda dlgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,045 0,023 6,836 0,028
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,065

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.15 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,076 0,038 8,455 0,018
Hata 6 0,027 0,005
Toplam 8 0,104

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.16 : Hanseniaspora spp. SKI-38 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,005 0,003 0,581 0,588
Hata 6 0,026 0,004
Toplam 8 0,031

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.17 : Hanseniaspora spp. SKI-38 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,112 0,056 6,081 0,036
Hata 6 0,055 0,009
Toplam 8 0,167

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.18 : Hanseniaspora spp. SKI-38 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,176 0,088 12,210 0,008
Hata 6 0,043 0,007
Toplam 8 0,219

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.19 : Metschnikowia spp. SU-4 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda Slgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,101 0,101 30,250 0,032
Hata 2 0,007 0,003
Toplam 3 0,108

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.20 : Metschnikowia spp. SU-4 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,043 0,021 1,447 0,337
Hata 4 0,059 0,015
Toplam 6 0,102

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.21 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,149 0,074 20,399 0,002
Hata 6 0,022 0,004
Toplam 8 0,171

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.22 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,147 0,074 43,914 0,000
Hata 6 0,010 0,002
Toplam 8 0,157

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.23 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,085 0,043 7,709 0,022
Hata 6 0,033 0,006
Toplam 8 0,119

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.24 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda Sl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,190 0,095 23,655 0,001
Hata 6 0,024 0,004
Toplam 8 0,214

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.25 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,258 0,129 15,505 0,004
Hata 6 0,050 0,008
Toplam 8 0,308

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.26 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,080 0,040 3,612 0,093
Hata 6 0,066 0,011
Toplam 8 0,146

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.27 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,074 0,037 3,499 0,098
Hata 6 0,063 0,011
Toplam 8 0,137

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.28 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,108 0,054 5,183 0,049
Hata 6 0,063 0,010
Toplam 8 0,171

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.29 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda Slgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,045 0,023 0,962 0,434
Hata 6 0,141 0,023
Toplam 8 0,186

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.30 : Pichia spp. SBY-7 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,112 0,056 33,424 0,001
Hata 6 0,010 0,002
Toplam 8 0,122

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.31 : Pichia spp. SBY-7 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,225 0,112 14,275 0,005
Hata 6 0,047 0,008
Toplam 8 0,272

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.32 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 24 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,031 0,031 7,456 0,052
Hata 4 0,017 0,004
Toplam 5 0,047

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.33 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 48 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda dl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,095 0,048 24,415 0,001
Hata 6 0,012 0,002
Toplam 8 0,107

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.34 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 72 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda 6l¢ciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 2 0,054 0,027 10,762 0,010
Hata 6 0,015 0,003
Toplam 8 0,069

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.35 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 24 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda 6lciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami1 ortalamasi
Faktorler 1 0,000 0,000 0,005 0,949
Hata 4 0,132 0,033
Toplam 5 0,132

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.36 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 48 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 2 0,191 0,095 17,290 0,003
Hata 6 0,033 0,006
Toplam 8 0,224

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.37 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 72 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 2 0,121 0,061 28,592 0,001
Hata 6 0,013 0,002
Toplam 8 0,134

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.38 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 24 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda dlgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,079 0,079 9,756 0,035
Hata 4 0,033 0,008
Toplam 5 0,112

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.39 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 48 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda dlgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,039 0,020 5,620 0,042
Hata 6 0,021 0,003
Toplam 8 0,060

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.40 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 72 saat inkiibasyon
stiresinde farkli sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,003 0,001 0,445 0,660
Hata 6 0,020 0,003
Toplam 8 0,023

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.41 : Yamadazyma spp. B010 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,336 0,168 30,809 0,001
Hata 6 0,033 0,005
Toplam 8 0,369

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.42 : Yamadazyma spp. B010 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda 6lgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,278 0,139 26,844 0,002
Hata 5 0,026 0,005
Toplam 7 0,304

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.43 : Yamadazyma spp. B010 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,394 0,197 52,168 0,000
Hata 6 0,023 0,004
Toplam 8 0,417

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.44 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda Slgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,403 0,201 83,179 0,000
Hata 6 0,015 0,002
Toplam 8 0,417

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

82



Cizelge A.45 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,192 0,096 38,991 0,000
Hata 6 0,015 0,002
Toplam 8 0,207

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.46 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,076 0,038 19,705 0,002
Hata 6 0,012 0,002
Toplam 8 0,087

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.47 : Yamadazyma spp. B015-2 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,049 0,049 5,063 0,088
Hata 4 0,038 0,010
Toplam 5 0,087

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.48 : Yamadazyma spp. B015-2 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda dlgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,000 0,000 0,004 0,955
Hata 4 0,164 0,041
Toplam 5 0,164

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.49 : Yamadazyma spp. B015-2 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,264 0,132 4273 0,070
Hata 6 0,185 0,031
Toplam 8 0,450

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.50 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,150 0,150 82,798 0,001
Hata 4 0,007 0,002
Toplam 5 0,158

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.51 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,278 0,139 32,929 0,001
Hata 6 0,025 0,004
Toplam 8 0,303

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.52 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde farkli
sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,242 0,121 92,373 0,000
Hata 6 0,008 0,001
Toplam 8 0,250

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.53 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda dlgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,246 0,123 191,190 0,000
Hata 6 0,004 0,001
Toplam 8 0,250

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.54 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,133 0,066 61,557 0,000
Hata 6 0,006 0,001
Toplam 8 0,139

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C
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Cizelge A.55 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,012 0,006 1,368 0,324
Hata 6 0,026 0,004
Toplam 8 0,038

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.56 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 24 saat inkiibasyon siiresinde
farkl sicakliklarda 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,244 0,244
Hata 2 0,000 0,000
Toplam 3 0,244

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.57 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 48 saat inkiibasyon siiresinde
farkl1 sicakliklarda 6lgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,564 0,282
Hata 2 0,000 0,000
Toplam 4 0,564

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.58 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 72 saat inkiibasyon siiresinde
farkli sicakliklarda Slgtilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,680 0,340
Hata 2 0,000 0,000
Toplam 4 0,680

Faktorler: Pz indeks 15°C; 25°C; 35°C

Cizelge A.59 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 15°C inkiibasyon
sicakliginda farkl: siirelerde dl¢tilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 1 0,040 0,040 60,025 0,001
Hata 4 0,003 0,001
Toplam 5 0,043

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.60 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 25°C inkiibasyon
sicakliginda farkl stirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,026 0,013 1,307 0,338
Hata 6 0,059 0,010
Toplam 8 0,085

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.61 : Cystofilobasidium spp. B015-1 izolatinin 35°C inkiibasyon
sicakliginda farkli stirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 2 0,065 0,033 39,568 0,000
Hata 6 0,005 0,001
Toplam 8 0,070

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.62 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,084 0,042 47,513 0,000
Hata 6 0,005 0,001
Toplam 8 0,090

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.63 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde 6lgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,060 0,030 6,408 0,032
Hata 6 0,028 0,005
Toplam 8 0,088

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.64 : Hanseniaspora spp. SU-35 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,008 0,004 1,043 0,409
Hata 6 0,022 0,004
Toplam 8 0,030

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.65 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Slgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,170 0,085 1,087 0,396
Hata 6 0,470 0,078
Toplam 8 0,640

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.66 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,068 0,034 6,874 0,028
Hata 6 0,030 0,005
Toplam 8 0,097

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.67 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkli stirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,327 0,164 669,318 0,000
Hata 6 0,001 0,000
Toplam 8 0,329

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.68 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,254 0,127 4,095 0,076
Hata 6 0,186 0,031
Toplam 8 0,440

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.69 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,014 0,007 5,179 0,049
Hata 6 0,008 0,001
Toplam 8 0,022

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.70 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde Sl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,312 0,156 319,568 0,000
Hata 6 0,003 0,000
Toplam 8 0,315

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.71 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,029 0,015 11,195 0,009
Hata 6 0,008 0,001
Toplam 8 0,037

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.72 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,002 0,001 0,110 0,897
Hata 6 0,065 0,011
Toplam 8 0,068

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.73 : Hanseniaspora spp. SKI-38 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkls siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,085 0,043 63,016 0,000
Hata 6 0,004 0,001
Toplam 8 0,089

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.74 : Hanseniaspora spp. SKI-38 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,130 0,065 3,233 0,111
Hata 6 0,120 0,020
Toplam 8 0,250

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.75 : Metschnikowia spp. SU-4 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Slgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,080 0,080
Hata 0 0,000
Toplam 1 0,080

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.76 : Metschnikowia spp. SU-4 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,001 0,000 0,126 0,884
Hata 6 0,016 0,003
Toplam 8 0,017

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.77 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkli stirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,194 0,097 49,152 0,000
Hata 6 0,012 0,002
Toplam 8 0,206

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.78 : Metschnikowia spp. SB-29 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,102 0,051 93,449 0,000
Hata 6 0,003 0,001
Toplam 8 0,105

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.79 : Metschnikowia spp. SK-21 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,084 0,042 5,051 0,052
Hata 6 0,050 0,008
Toplam 8 0,134

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.80 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde olgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,151 0,075 40,653 0,000
Hata 6 0,011 0,002
Toplam 8 0,162

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.81 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,083 0,041 3,211 0,113
Hata 6 0,077 0,013
Toplam 8 0,160

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.82 : Metschnikowia spp. SK-12 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,082 0,041 4,723 0,059
Hata 6 0,052 0,009
Toplam 8 0,134

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.83 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkls siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,148 0,074 34,289 0,001
Hata 6 0,013 0,002
Toplam 8 0,161

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.84 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,197 0,099 10,194 0,012
Hata 6 0,058 0,010
Toplam 8 0,255

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.85 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Slgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,072 0,036 1,111 0,389
Hata 6 0,196 0,033
Toplam 8 0,268

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.86 : Pichia spp. SBY-7 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda farkli
stirelerde Ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,166 0,083 19,430 0,002
Hata 6 0,026 0,004
Toplam 8 0,191

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.87 : Pichia spp. SBY-7 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda farkli
stirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,195 0,097 18,451 0,003
Hata 6 0,032 0,005
Toplam 8 0,226

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.88 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 15°C inkiibasyon
sicakliginda farkli siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 1 0,014 0,014 3,986 0,117
Hata 4 0,014 0,004
Toplam 5 0,028

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.89 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 25°C inkiibasyon
sicakliginda farkli siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,036 0,018 4,398 0,067
Hata 6 0,025 0,004
Toplam 8 0,061

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.90 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin 35°C inkiibasyon
sicakliginda farkl stirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,004 0,002 2,824 0,137
Hata 6 0,005 0,001
Toplam 8 0,009

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.91 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 15°C inkiibasyon
sicakliginda farkli stirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 1 0,019 0,019 5,558 0,078
Hata 4 0,014 0,003
Toplam 5 0,033

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.92 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 25°C inkiibasyon
sicakliginda farkl: siirelerde dl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,192 0,096 3,802 0,086
Hata 6 0,152 0,025
Toplam 8 0,344

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.93 : Rhodosporidiobolus spp. BY-2 izolatinin 35°C inkiibasyon
sicakliginda farkl: siirelerde dl¢tilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,001 0,001 0,354 0,716
Hata 6 0,012 0,002
Toplam 8 0,013

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.94 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 15°C inkiibasyon
sicakliginda farkli stirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,012 0,012 30,375 0,005
Hata 4 0,002 0,000
Toplam 5 0,014

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.95 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 25°C inkiibasyon
sicakliginda farkli stirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami ortalamasi
Faktorler 2 0,052 0,026 2,672 0,148
Hata 6 0,058 0,010
Toplam 8 0,110

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.96 : Rhodosporidiobolus spp. BY-9 izolatinin 35°C inkiibasyon
sicakliginda farkl: siirelerde dl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin

degerlendirilmesi.
Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,001 0,000 0,195 0,828
Hata 6 0,013 0,002
Toplam 8 0,014

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.97 : Yamadazyma spp. B010 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,073 0,036 3,480 0,099
Hata 6 0,063 0,010
Toplam 8 0,135

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.98 : Yamadazyma spp. B010 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde 6lgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,003 0,001 0,459 0,652
Hata 6 0,019 0,003
Toplam 8 0,022

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.99 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde Sl¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,176 0,088 69,912 0,000
Hata 6 0,008 0,001
Toplam 8 0,183

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.100 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,050 0,025 5,704 0,041
Hata 6 0,026 0,004
Toplam 8 0,076

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.101 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,010 0,005 4,410 0,066
Hata 6 0,007 0,001
Toplam 8 0,017

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.102 : Yamadazyma spp. B015-2 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkls siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,165 0,083 1,749 0,252
Hata 6 0,284 0,047
Toplam 8 0,449

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.103 : Yamadazyma spp. BO15-2 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,009 0,005 0,328 0,732
Hata 6 0,085 0,014
Toplam 8 0,095

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.104 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Slgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,089 0,045 17,111 0,003
Hata 6 0,016 0,003
Toplam 8 0,105

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.105 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl: siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,038 0,019 14,922 0,005
Hata 6 0,008 0,001
Toplam 8 0,046

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.106 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 15°C inkiibasyon sicakliginda
farkli stirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,150 0,075 20,116 0,002
Hata 6 0,022 0,004
Toplam 8 0,173

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.107 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde ol¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,102 0,051 29,223 0,001
Hata 6 0,010 0,002
Toplam 8 0,112

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.108 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde 6l¢iilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 2 0,001 0,000 0,725 0,522
Hata 6 0,003 0,001
Toplam 8 0,004

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat
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Cizelge A.109 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 25°C inkiibasyon sicakliginda
farkl siirelerde Slgiilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 0,008 0,008
Hata 0 0,000
Toplam 1 0,008

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.110 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin 35°C inkiibasyon sicakliginda
farkli siirelerde Olciilen pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 2 0,011 0,006
Hata 0 0,000
Toplam 2 0,011

Faktorler: Pz indeks 24 saat; 48 saat; 72 saat

Cizelge A.111 : 15°C inkiibasyon sicakliginda 24 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 15 0,038 0,003 1,225*10° 0,000
Hata 32 0,000 0,000
Toplam 47 0,038

Faktorler: Maya izolatlar1 SU-35; SBY-7; B010;SK-12; SK-14; SK-18; SK-20; SK-
21; SB-29; SKI-36; SKI1-38; SZY-41; SE-42; B013-2; B514-1; B514-2.

Cizelge A.112 : 15°C inkiibasyon sicakliginda 48 saat inkiibasyon siiresinde olgiilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 23 1,102 0,048 45,386 0,000
Hata 48 0,051 0,001
Toplam 71 1,153

Faktorler: Maya izolatlar1 SE-42; SK-14; BY9; BY2; B015-1; B013-2; 35; B04; B5-
1: SK-21; SK-20; SK-12; B514-1; SU-2; SBY-7; B010; SK-16; SK-18; SB-29; SU-
34; SKI-36; SKI-38; SZY-41; B514-2.
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Cizelge A.113 : 15°C inkiibasyon sicakliginda 72 saat inkiibasyon siiresinde 6lgiilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 25 2,833 0,113 39,990 0,000
Hata 52 0,147 0,003
Toplam 77 2,980

Faktorler: Maya izolatlar1 BO15-2; SE-42; SK-14; B015-1; BY9; BY2; SK-21; SU-
35; B013-2; SK-12; SK-20; B514-1; B5-1; B04; SKI-38; SU-4; SU-2; SBY-7; B010;
SK-16; SK-18; SB-29; SU-34; SKI-36; SZY-41; B514-2.

Cizelge A.114 : 25°C inkiibasyon sicakliginda 24 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 23 1,500 0,065 10,780 0,000
Hata 48 0,290 0,006
Toplam 71 1,791

Faktorler: Maya izolatlar1 BO15-1; B013-2; SK-14; B5-1; SK-12; SK-21; SE-42;
B010; BY9; BY2; B04; SU-35; SK-20; SKI-38; B514-1; SU-2; SBY-7; SK-16; SK-
18; SB-29:; SU-34; SKI-36; SZY-41; B015-2.

Cizelge A.115 : 25°C inkiibasyon sicakliginda 48 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 26 3,592 0,138 9,539 0,000
Hata 54 0,782 0,014
Toplam 80 4,374

Faktorler: Maya izolatlar1 B514-2; SE-42; BY2; SK-12; B013-2; B015-1; SK-21,
SK-14; B5-1; SU-4; B010; SK-20; B04; BY9; SU-34; SU-35; SKI-38; B015-2;
B514-1; SBY-7; SU-2; SK-16; SK-18; SB-26; SB-29; SKI-36; SZY-41.

Cizelge A.116 : 25°C inkiibasyon sicakliginda 72 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 26 4,466 0,172 15,545 0,000
Hata 54 0,597 0,011
Toplam 80 5,063

Faktorler: Maya izolatlart B514-2; SE-42; SK-21; B013-2; B015-1; SK-12; SK-14;
SK-20; BY2; B5-1; B010; B04; BY9; SU-35; SKI-38; SBY-7; B015-2; B514-1; SU-
34; SU-2; SU-4; SK-16; SK-18; SB-26; SB-29; SKI-36; SZY-41.
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Cizelge A.117 : 35°C inkiibasyon sicakliginda 24 saat inkiibasyon siiresinde 6lgiilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 24 2,980 0,124 27,030 0,000
Hata 50 0,230 0,005
Toplam 74 3,209

Faktorler: Maya izolatlar1 B514-2; B04, B013-2; B010; B5-1; B015-1; BY9; SE-42;
B514-1; SK-14; SK-12; SK-20; BY2; SU-35; B015-2; SK-21; SU-34; SU-4; SU-2;
SBY-7; SK-16; SK-18; SB-29; SKI-38; SZY-41.

Cizelge A.118 : 35°C inkiibasyon sicakliginda 48 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 25 3,528 0,141 47,097 0,000
Hata 52 0,156 0,003
Toplam 77 3,684

Faktorler: Maya izolatlar1 B514-2; B04; B013-2; SK-12; BY9; B010; SE-42; SK-20;
B5-1; B514-1; SK-14; B015-1; SBY-7; SU-34; SK-21; SU-35; B015-2; BY2; SU-4;
SU-2; SK-16; SK-18; SB-29; SKI-36; SKI-38; SZY-41.

Cizelge A.119 : 35°C inkiibasyon sicakliginda 72 saat inkiibasyon siiresinde 6l¢iilen
27 maya izolatinin pz indeksleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 26 3,815 0,147 32,649 0,000
Hata 54 0,243 0,004
Toplam 80 4,057

Faktorler: Maya izolatlar1 B514-2; B04; SK-12; B013-2; SE-42; B5-1; BY9; B010;
SK-20; B514-1; SK-21; SBY-7; B015-1; SK-14; SU-35; B015-2; SU-34; BY2; SU-
4; SU-2; SK-16; SK-18; SB-26; SB-29; SKI-36; SKI-38; SZY-41.

Cizelge A.120 : Yamadazyma spp. B013-2 izolatinin farkli siirelerde 6l¢iilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 3,7 3,7 0,06 0,813
Hata 8 496,1 62,0
Toplam 9 499,8

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat
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Cizelge A.121 : Yamadazyma spp. B0O10 izolatinin farkl: siirelerde dlgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 643,6 643,6 7,04 0,029
Hata 8 731,0 91,4
Toplam 9 1374,6

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.122 : Yamadazyma spp. B514-1 izolatinin farkl siirelerde 6lgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik ~ Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 425,1 425,1 9,72 0,021
Hata 6 262,5 43,7
Toplam 7 687,6

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.123 : Yamadazyma spp. B514-2 izolatinin farkl siirelerde 6lgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 781,4 781,4 54,82 0,000
Hata 10 1425 14,3
Toplam 11 923,9

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.124 : Cystofilobasidium spp. BO15-1 izolatinin farkli siirelerde 6lgiilen
ACE aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 4.4 4.4 0,12 0,74
Hata 9 326,6 36,3
Toplam 10 331,0

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.125 : Rhodosporidiobolus spp. BY9 izolatinin farkl siirelerde 6lgiilen
ACE aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 1 344,2 344,2 11,45 0,012
Hata 7 210,5 30,1
Toplam 8 554,6

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat
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Cizelge A.126 : Metschnikowia spp. SU-4 izolatinin farkl siirelerde dlgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 20,3 20,3 1,25 0,306
Hata 6 97,7 16,3
Toplam 7 118,1

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.127 : Rhodosporidiobolus spp. B5-1 izolatinin farkli siirelerde 6l¢giilen
ACE aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 352,7 352,7 24,39 0,004
Hata 5 72,3 14,5
Toplam 6 425,0

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.128 : Metschnikowia spp. SK-20 izolatinin farkl: siirelerde dlgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 190,0 190,0 24,18 0,002
Hata 7 55,0 79
Toplam 8 245,0

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.129 : Hanseniaspora spp. SK-14 izolatinin farkli siirelerde 6l¢iilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 213,5 231,5 32,25 0,005
Hata 4 26,5 6,6
Toplam 5 239,9

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.130 : Hanseniaspora spp. SE-42 izolatinin farkli siirelerde 6lgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplam1  ortalamasi
Faktorler 1 116,8 116,8 19,36 0,012
Hata 4 24,1 6,0
Toplam 5 140,9

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat
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Cizelge A.131 : Yamadazyma spp. B04 izolatinin farkl siirelerde 6l¢iilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 47,3 47,3 0,63 0,446
Hata 9 671,3 74,6
Toplam 10 718,6

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat

Cizelge A.132 : Hanseniaspora spp. SU-34 izolatinin farkli siirelerde 6lgiilen ACE
aktiviteleri arasindaki farkliligin degerlendirilmesi.

Serbestlik  Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami  ortalamasi
Faktorler 1 2,1 2,1 0,03 0,867
Hata 7 495,4 70,8
Toplam 8 497,5

Faktorler: ADE aktivitesi 24 saat; ADE aktivitesi 48 saat
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OZGECMIS
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OGRENIM DURUMU:
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e AYTB Laboratuar Hizmetleri A.S. / Staj

e (agan Miihendislik ve Danigsmanlik / Staj
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