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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI INKUBASYON KOSULLARI VE STRES FAKTORLERININ
MIKROBIYAL TRANSGLUTAMINAZ URETIMINE ETKIiSi, ENZIMIN
KISMi SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

GOKHAN DOMURCUK
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESI HiLAL iSLEROGLU)

Bu calismada, transglutaminaz (TG) enziminin fakli tiirlerden mikrobiyal olarak
tiretilmesi, fermantasyon kosullarinin gelistirilmesi, enzim iiretimine etki eden stres
faktorlerinin belirlenmesi, enzimin farkli yontemler ile kismi saflastirilmast ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Streptomyces mobaraensis (NRRL B-3729) tiirii
kullanilarak 30°C’de pH 6.0’da nisasta-glukoz bazli besiyerinde (GNB) mikrobiyal
transglutaminaz (mTG) enzim iiretimi (0.036 Unite/ml) basaril1 bir sekilde saglanmistir.
Ayni kosullarda calkalamali (orbital) inkiibasyonda enzim aktivitesinde ~3.75 katlik bir
artis saglanmis ve ayrica lretim stiresi kisaltilmigtir. Ayrica, daha etkin bir karistirma ve
havalandirmanin saglandigi kontrollii fermantasyonda (500 rpm, 10 cm® hava/dak)
0.423 Unite/ml degerinde aktiviteye ulasilarak ¢alkalamali inkiibasyona gdre enzim
aktivitesinde 3.13 Kkat, statik inkiibasyona gore ise 11.75 kat artis saglanmistir. Enzim
iiretimine stres faktorlerinin etkisi incelenmis ve kullanilan tiim tuz gesitleri ve tripsin
enzimi aktivitede énemli bir artis saglamistir. Uretilen mTG enziminin kismi saflastirma
basamaginda, %80 amonyum siilfat tuz doygunlugunda gergeklestirilen c¢oktiirme
isleminde verim %93 ve saflastirma katsayis1 1.18, %80 etanol konsantrasyonunda ise
verim %98 ve saflastirma katsayist 1.00 olarak belirlenmistir. Amonyum siilfat
¢oktiirme ve diyaliz islemleri sonrasinda elde edilen ~37 kDa molekiiler agirliga sahip
kismi saflagtiritlmis enzimin kinetik parametreleri belirlenerek Michaelis sabiti (Kp)
6.35 mM, maksimum hizi (Vma) 0.35 Unite/m] olarak hesaplanmistir. Enzimin
optimum ¢alisma sicakligi 37°C ve pH’s1 5.8 olarak belirlenirken, pH 6.0’da 55°C’de
stabilitesini yliksek oranda korudugu (~%93) gozlenmistir. Baz1 metal iyonlari (Fe*?,
Co™, Zn+2) varliginda mTG enzimi aktivitesinde kayiplar meydana gelirken, EDTA
bulunan reaksiyon ortaminda aktivitede artis gozlenmistir. Bu sonuglar farkh
fermantasyon stratejilerinin kullanilarak mTG enzim iiretiminde artis saglanabilecegini
gostermektedir ve saflastirilan enzimin karakterizasyonunun bu tiir enzimlerin
endiistrideki uygulama alanlarinda kullanilabilirlilikleri agisindan 6nem arz etmektedir.

2018, 128 sayfa

ANAHTAR KELIMELER: Mikrobiyal transglutaminaz, Streptomyces mobaraensis,
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EFFECT OF DIFFERENT INCUBATION CONDITIONS AND STRESS
FACTORS ON MICROBIAL TRANSGLUTAMINASE PRODUCTION,
PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERISATION OF THE ENZYME

GOKHAN DOMURCUK

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR: ASST.PROF.DR. HILAL ISLEROGLU)

In this study, microbial production of transglutaminase (TG) from different strains,
development of fermentation conditions, determination of stress factors affecting
enzyme production, partial purification by different methods and characterization of
enzyme have been carried out. Microbial transglutaminase (mTG) production (0.036
Unit/ml) was achieved in starch-glucose based medium (GNB) at pH 6.0 and 30°C
using Streptomyces mobaraensis (NRRL B-3729). At the same conditions, an increase
of ~3.75 fold in enzyme activity was achieved with orbital incubation and the
production period was shortened. In addition, an activity of 0.423 Unit/ml was obtained
with a controlled fermentation (500 rpm, 10 cm® air/min) where more efficient mixing
and aeration was provided, resulting in an increase of 3.13 and 11.75 fold in enzyme
activity compared to orbital and static incubation, respectively. The effect of stress
factors on enzyme production has been examined, and the salts and trypsin provided a
significant increase in enzyme activity. In the partial purification step, the yield was
93% and the purification fold was 1.18 for the precipitation with 80% ammonium
sulfate salt saturation, and the yield was 98% and the purification fold was 1.00 for the
80% ethanol concentration. Kinetic parameters of the partially purified enzyme obtained
after ammonium sulfate precipitation and dialysis were determined and the Michaelis
constant (K,,) was calculated as 6.35 mM and the maximum velocity (Vmax) as 0.35
Unit/ml. While the optimum temperature of the enzyme was 37°C and pH 5.8, the
stability was observed to be high (~ 93%) at 55°C and pH 6.0. There was a loss of mTG
enzyme activity at the presence of certain metal ions (Fe*?, Co*?, Zn*?), and an increase
was determined in EDTA. These results demonstrate that different fermentation
strategies can be used to increase mTG production and characterization of purified
enzymes is important in terms of their utility in industrial applications.

2018, 128 Pages

KEY WORDS: Microbial transglutaminase, Streptomyces mobaraensis, purification,
characterization, microbial stress factors
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1. GIRIS

Gidalarda islevsellik, iiriinlerin duyusal ve besleyici kalitesini etkilemesinden dolay1 son
yillarda arastirmacilar ve gida endiistrisi, gida makro molekiillerinin teknolojik ve
fonksiyonel  Ozelliklerini  degistirebilecek  yontem  ve  {irlin  arayislarini
yogunlagtirmislardir. Proteinlerin organik materyallerin ana yap1 tas1 olmasindan dolayz;
enzimatik, kimyasal veya fiziksel olarak proteinlerin modifikasyonu, gidalarin
fonksiyonel ozelliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi ic¢in alternatif bir yontem
olabilmektedir (Min ve Green, 2008; Gaspar ve Goes-Favoni, 2015). Diinya genelinde
yeni protein kaynaklarinin aranmast ve mevcut proteinlerin insan tiikketimi igin
potansiyelini genisletmek son derece ilgi ¢ekici bir konudur. Dolayisiyla, 6zellikle
proteinlerin modifikasyonunda rol oynayan mikrobiyal enzimler, mevcut olan gida
proteinlerinin fonksiyonel 6zelliklerini ve besleyici degerini gelistirmek i¢in biiyiik
onem arz etmektedir. Enzimatik modifikasyon, hem ucuz olmasi, hem de saglik
acisindan herhangi bir risk tasimamasi gibi nedenlerle siklikla tercih edilmektedir. Gida
proteinlerinin enzimatik modifikasyonunda kullanilabilen enzimlerin sayis1 ise oldukca
sinirhdir (Romeih ve Walker, 2017). Tirozinaz, lisil oksidaz, lakkaz, sortaz A ve
transglutaminaz gibi baz1 oksidaz ve agil transferaz grubu enzimlerin in vitro sartlarda
protein molekiillerinin modifikasyonunda (¢apraz baglama reaksiyonlar1) gorev aldigi
bilinmektedir. Tiim bu ¢apraz baglayici enzimler farkli reaksiyon mekanizmalar ile
proteinlerdeki aminoasit kalintilarina etki etmektedir. Capraz baglama, dogrudan
enzimatik reaksiyonun sonucu olarak veya enzimatik reaksiyon ile olusan H,O, ve lipid
radikallerinin ¢apraz baglama etkisi ile gerceklesebilir. Proteinler, ¢capraz baglayic1 bu
enzimler i¢in reaktif olan glutamin, lisin, tirozin ve sistein kalintilar1 gibi gruplara
sahiptirler. Ancak bu enzimlerden birgogunun kofaktdrlere ihtiyag duymasi, enzimatik
aktivitelerinin yetersiz olmasi ve iiretimlerinin kisith olmasi gibi faktorlerden dolay1
gida proseslerinde kullanimi sinirhdir (Lantto, 2007; Heck ve ark., 2013). Elde edilen
reaksiyonlarin basarisi, kullanilan enzim tipine, hedef reaktif gruplarin erisilebilirligine
ve kullanilan islem kosullarina baghdir. Bu enzimler igerisinde 0Ozellikle
transglutaminaz enziminin protein igeren tim gidalarda kullanima uygun olmasi ve
endiistriyel olarak iiretilebilmesi, gida endiistrisindeki 6nemini giderek arttirmaktadir.

Hem akademik hem de endiistri agisindan ilgi goren transglutaminaz enzimi, ¢apraz



baglama teknolojisinde ¢cogu ticari uygulamalarda kullanilmaktadir (Romeih ve Walker,
2017).

Transglutaminaz enzimi hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal olarak iiretilebilmektedir.
Yakin zamana kadar ticari olarak satilan transglutaminaz enzimi sadece hayvansal
kaynaklardan elde edilirken oOzellikle son yillarda mikrobiyal kaynaklardan
transglutaminaz eldesi liretim maliyetini diisiirmek amaciyla calisilmaya baglanmistir.
Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen mikrobiyal kaynakli TG (mTG) hayvansal
kaynakli TG’den farkli olarak aktivasyonunun kalsiyum iyonlarindan bagimsiz olmasi
nedeniyle gida endiistrisinde yaygin olarak tercih edilmektedir. TG iiretimi i¢in en
uygun olan mikroorganizma Streptomyces tiirleridir (Motoki ve Seguro, 1998).
Streptomyces tiirleri tarafindan mTG iiretiminin diger mikroorganizma cinslerine gore
onemli Olgiide fazla oldugu bilinmekte ve giiniimiizde endiistriyel olarak mTG
tretimlerinde bu tiirler kullanilmaktadir. Bu yiizden Streptomyces tiirleri ile mTG
verimini arttirmaya yonelik, substrat optimizasyonu, metabolik optimizasyon ve dis
faktorlerin kontrolii (pH, ¢oziinlir oksijen ve sicaklik) gibi bazi stratejiler {izerine
calismalar yapilmaktadir. Fermantasyonla ilgili baz1 parametrelerin degistirilmesi enzim
tretiminde Oonemli degisikliklere sebep olabilmekte ve enzim verimindeki artiglarin

maliyet agisindan olumlu etkisi bulunabilmektedir (Zhang ve ark. 2009).

Yapilan tez g¢alismasi, transglutaminaz enziminin fakli suslardan mikrobiyal olarak
tiretilmesini, tiretim kosullarinin gelistirilmesini, enzim iiretimine etki eden inkiibasyon
kosullart ile stres faktorlerinin belirlenmesini ve enzimin farkli yontemler ile kismi
saflastirilmasinin  gerceklestirilerek karakterize edilmesini kapsamaktadir. Bdylece,
pahali ve saflagtirma basamaklar1 zor olan hayvansal kaynakli transglutaminaz enzimi
icin alternatif mikrobiyal kaynaklarin arastirilmasi gercgeklestirilerek daha ucuz ticari
enzim iretimine yonelik iiretim ve saflastirma basamaklar1 belirlenmistir. Ileriki
caligmalarla {iretimi ve saflastirilmasi yapilan bu enzimin, islenmesi ve toz ticari enzim
formuna getirilmesi ile birlikte, mikrobiyal transglutaminaz tozlari, ticari olarak satilan
hayvansal kaynakli ve pahali olan transglutaminaz enzim preparatlarina alternatif, daha

diisiik maliyetli bir {iriin olarak pazara girebilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Transglutaminaz Enzimi

Transglutaminaz (protein-glutamine gamma-glutamyltransferase, EC 2.3.2.13), agil
transfer, ¢apraz baglama ve deaminasyon reaksiyonlarini katalizleyen bir transferaz
grubu enzimdir (Sekil 2.1). Transglutaminaz (TG) terimi ilk olarak, Gine domuz
karacigerinde gozlemlenen transamidasyon aktiviteyi tarif etmek iizere Clarke ve ark.
(1959) tarafindan kullamilmistir. TG, protein molekiiliinde birinci derecede g-amin
gruplar (alici) ve glutamin (verici) kalintilarinin y-amino karbonil gruplari arasinda
isopeptid bagi olusumunu katalizleyerek agil transfer reaksiyonlarini olusturmaktadir
(Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Eger bir protein molekiiliinde agil alicis1 olarak lisin
aminoasidi bulunuyorsa polipeptid zincirinde lisin kalintilarina acil transferinin
gerceklesmesi molekiiler i¢i veya molekiiler arasi ¢capraz baglanma reaksiyonlarinin (e-
(y-Glu)Lys) baslamasina onciiliik etmektedir (Kashiwagi ve ark., 2002). Ancak ortamda
serbest amino gruplarinin bulunmadigi durumda su molekiilleri agil alicis1 olarak
davranmakta ve glutamin iizerinden deaminasyon reaksiyonlar1 gergeklesmektedir
(Motoki ve Seguro, 1998; Kieliszek ve Misiewicz, 2014). TG tarafindan gercgeklestirilen
farkli reaksiyonlar ile proteinlerde meydana gelen bu biiyiik degisimler sonucu
gidalarin, pH, renk, tat-koku ve besinsel kalitesinde herhangi bir olumsuz degisim
olmaksizin, doku ve stabilitesinde (termal stabilite, viskozite, sineresis, emiilsifikasyon,
jellesme, su tutma kapasitesi vb.) 6nemli bir iyilesme meydana gelmektedir. Ayrica,
esansiyel aminoasitlerin proteinlerin yapisina bu reaksiyonlar sonucu katilabilmesi, bu
aminoasitlerce fakir olan gidalarin besleyici degerinin artirllmasini da saglamaktadir
(Ando ve ark., 1989; Kuraishi ve ark., 2001; Gaspar ve Goes-Favoni, 2015). Diger
taraftan TG ile gerceklestirilen bu reaksiyonlardan, sentetik polimer film, enzim
immobilizasyonu ve tekstil gibi diger alanlarda da faydalanilmaktadir (Cui ve ark.,
2007; Nagy ve Szakacs, 2008).



il i
Gn—C—NM, +  RMH, —» Gh—C—NHR + N,

CHy, O CH; O

(a)
SHs CHs CHy CHs
(T‘vln—lclt—NHz + LyLlr.—NHg — (?In—(ﬁ—NH—LysI + NH,
CHy O CH, CH, O CH,

(b)
o G
Gin—G—NH, + HO — Gin—C—OH + NHg
CH; O CH; O

(c)

Sekil 2.1. Transglutaminaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar (a) Agil transfer reaksiyonu (b) Protein
veya peptitlerde bulunan glutamin ve lisin kalintilar1 arasinda ¢apraz baglanma reaksiyonu (c)
Deamidasyon (Kieliszek ve Misiewicz, 2014)

TG dogada yaygin olarak memeli dokularinda, mikrobiyal hiicrelerde, omurgasizlarda
ve bitkisel dokularda (soya, yer elmasi1) bulunmaktadir. Organizmada bir¢ok fizyolojik
fonksiyona sahip olan TG, kanin pihtilasmasi, bagisiklik sistemi ve fotosentez gibi
olaylarda onemli rol oynamaktadir (Ando ve ark., 1989; Kashiwagi ve ark., 2002; Cui
ve ark., 2007). Hayvansal ve bitkisel TG, mikrobiyal transglutaminaz (mTG) ile
aminoasit kompozisyonlari benzer bir homoloji gdostermese de bu enzimlerin katalitik
aktiviteleri ve biyokimyasal dzellikleri birbirlerine ¢ok benzerdir (Luciano ve Arntfield,
2012).

Bitkilerde bir¢ok TG formu tanimlanmis ve birden fazla TG’ nin bir bitkide veya bir
organelde farkl islev gorebilecegi de dogrulanmistir. Bitkisel TG, bitkilerin biiyltime ve
gelisme siireclerinde rol oynamaktadir. Kloroplastlarda bulunan TG enziminin, 6zellikle
bitkilerin 1518a kars1 olan duyarliliklarinda 6nemli rol oynadig1 da yapilan ¢aligmalar ile
ortaya konmustur (Sobieszczuk-Nowicka ve ark., 2008; Campos ve ark., 2009;
Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Arabidopsis ve Zea mays kloroplastlarinda 39 ve 58
kDa'luk iki TG enzimi molekiiler diizeyde tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Misir
bitkisindeki enzimlerin sentezinin ve aktivitesinin 1siga bagimli oldugu gosterilmistir
(Villalobos ve ark., 2004).



Hayvansal TG'ler, karaciger, akciger, bagirsak, kil folikiilleri, epidermis, prostat,
plasenta ve kan gibi viicut sivilar1 ve dokularinda yaygin olarak bulunan Ca* bagimh
enzimlerdir. Memeli hayvanlarin viicut sivilarindan, insan plazma faktorii XIIla veya
trombin ile aktive edilmis kan pihtilagma faktorii XIII olarak bilinen TG enziminin
izolasyonu, saflastirilmasi ve karakterizasyonu basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
Ozellikle, Gine domuzu karacigerinden saflastirilan TG enzimi iyi bir sekilde
karakterize edilmistir (Folk ve Cole, 1966; Chung ve ark., 1970; Gorman ve Folk,
1980). insan plazma faktérii XIlla, plazmada lokalize olur ve kan pihtilasma olusumu
sirasinda fibrin pihtilarini stabilize ederek kan kaybini engeller. Dokusal TG ayrica,
hiicresel matrislerin stabilizasyonu, ¢apraz baglanmig hiicre kiliflarinin olugumu, yara
iyilesmesi ve hiicrelerin tutunma siiregleri gibi bir¢ok isleme de katilmaktadir (Leblanc
ve ark., 2001). Dokusal TG’ler, dogrudan transamidasyon aktivitelerini sergileyemezler.
Ciinkii inaktif zimojenler (pro-TG) olarak sentezlenirler. Aktif olmayan zimojenler,
proteolitik par¢alanma, kalsiyum baglanmasi, guanozin trifosfat (GTP) baglanmasi veya
bu mekanizmalarin iki veya daha fazlasinin kombinasyonlar1 ile aktif hale
getirilebilmektedir ve bu mekanizmalar enzimden enzime degismektedir (Griffin ve
ark., 2002). Hayvansal TG'nin endiistriyel uygulamalar1 yogun bir sekilde incelenmis
olup, kit kaynaklar, karmasik ayirma ve saflagtirma prosediirleri, enzimin aktif hale
gelebilmesi i¢in trombine ve kalsiyum (Ca*?) iyonuna ihtiya¢ duymasi gibi faktorler
hem maliyetler hem de teknik sebeplerden dolayr sanayideki uygulamasini

siirlandirmstir (Yiiksel ve Erdem, 2007).
2.2. TG Enziminin Gida Endiistrisinde Kullanim

Proteinler, gida maddelerinin ¢esitli fiziksel ve fonksiyonel 6zellikleri i¢in yapisal bir
temel olusturmaktadir. Proteinlerin modifikasyonu, cesitli fizikokimyasal 6zelliklerin
diizenlenmesine izin vermektedir. TG ile protein molekiillerine kovalent ¢apraz baglarin
eklenmesi, proteinlerin ¢6ziiniirliik, su baglama, emiilsifikasyon kapasitesi, kopiirme,
viskozite, elastikiyet ve jelasyon 6zellikleri gibi fonksiyonel 6zelliklerini gelistirmekte
uygun bir ara¢ olmaktadir. TG tarafindan katalizlenen &-(y-glutamil)-lisin baglarinin
olusumu, proteinlerin ¢esitli fonksiyonel 6zelliklerini 1yilestirmek i¢in etkili bir yontem
sunmaktadir. Proteinlerin TG ile post translasyonal modifikasyonu, proteinlerin

kimyasal, enzimatik ve mekaniksel olarak direngli ve giiglii olan biiyilk polimerlere
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donligmesine neden olmaktadir. Son yillarda yapilan bir¢ok patent bagvurusu ve
arastirma makalesi, duyusal, dokusal ve besinsel Ozellikleri gelistirilmis iirtinlerin
iiretilmesine olanak taniyan capraz bagli proteinlerin potansiyelini kapsamaktadir

(Cizelge 2.1) (Li-Chan, 2004).

Cizelge 2.1. Gida tiriinlerinde TG kullanimi (Kieliszek ve Misiewicz, 2014)

Kaynak Uriin Etki
Et ve tiriinleri Islenmis et Tekstiir, goriiniis ve sertlik
Balik Balik ezmesi ve islenmis balik Sertlik
Siit ve trtinleri Krema, tatlilar, kaplamalar Kalite ve tekstiir
Kazein Capraz bagli protein Azaltilmis allerjenite
Bugday Ekmek Tekstiir ve hacim
Jelatin Sekerleme gtk kz%g;}[’l Izlyl/gf kstiir ve

Proteinlerin TG ile reaksiyona sokulmasinin jelatin, kazeinat, serum proteini, soya
proteini, yumurta sarisi, yumurta beyazi ve gluten gibi genis bir alanda gida proteini i¢in
kovalent olarak ¢apraz baglanmis jel/kolloidlerin iiretilmesini sagladigi bilinmektedir.
Ancak capraz baglanma orani her bir proteinin makromolekiiler yapisiyla yakindan
alakali oldugu icin, bu proteinlerin hepsi ideal substratlar degildir (Schorsch ve ark.,

2000; Yiksel ve Erdem, 2007).

TG enziminin ana endiistriyel uygulamalarindan biri et {rlnlerinin yeniden
yapilandirilmasidir. Enzim ile olusturulan capraz baglar sayesinde, pisirme sirasinda
daha iyi mekanik (dokusal) ozellikler, daha az kayip ve stabilite saglamaktadir
(Kuraishi ve ark., 2001). TG preparatlarinin kullanim: son iirliniin dokusal
ozelliklerinde Onemli Ol¢iide olumlu etki yapmanin yani sira 1sil islem, tuz veya
fosfatlarin eklenmesine gerek kalmadan et parcalarimin gii¢lii bir sekilde birlesmesini
kolaylastirmaktadir. Ayrica, domuz, sigir eti veya kiimes hayvani etinden yapilan
homojenize sosislerin dokusunu da giiclendirmektedir. TG enzimi et {iriinlerinde, eksik
olan aminoasitlerin (lizin) takviye edilerek daha yiiksek besleyici degere sahip et
triinlerinin {iretimine olanak saglamaktadir. Ayrica kollajen, kan proteinleri ve

kemikten mekanik olarak siyrilmis et gibi daha diisiik kaliteli hammaddelerin
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kullanilmasina izin vermektedir. TG uygulamasi ince ve kaba kiyilmis sosisler ve flime
et liretimi i¢in yeni teknolojik firsatlar yaratmistir. Yiiksek kaliteli et yerine, yagsiz siit
tozu, soya veya bugday unu gibi daha diisiik maliyetli hammaddeler ve katki maddeleri
bu tiir Giriinleri iretmek i¢in kullanilabilmektedir. Enzimin hammaddelerdeki proteinler
tizerindeki etkisi ile yiiksek kaliteli etlerden yapilan {irlinlerden goriiniim, doku, tat ve
besin degeri agisindan farkli olmayan iirlinlerin iiretimini saglamaktadir (Motoki ve
Seguro 1998). TG enziminin kazein proteini ile birlikte kullanimi1 sonucu daha az yag

icerigine sahip islenmis etlerin liretimi miimkiin olmaktadir (Nielsen, 1995).

Siit triinlerinde ise ozellikle yogurt iiretiminde TG enzimi kullanildiginda, yogurt
jelinin su tutma kapasitesini arttirarak sineresis (su salma) olaymi azaltmaktadir
(Motoki ve Seguro, 1998; Yokoyama ve ark., 2004). Peynir iiretiminde ise TG
kullanim1 pihti ve peynir veriminde artig saglamaktadir. Peynir {retiminde TG
enziminin kullanim1 3 farkli sekilde uygulanabilmektedir. Bunlardan ilki, siite TG
ilavesi yapildiktan sonra pastorizasyon ve pihtilastirma islemine gecilmesi; ikincisi,
pthtilasma sonrast TG ilavesi; lgiinciisii, TG ve rennetin ayni anda ilave edilerek
pihtilagsma gergeklestirilmesidir (Kuraishi ve ark., 2001). Yapilan bazi ¢alismalarda TG
enziminin pihtilastirma isleminden 6nce ilave edilmesinin siitiin koagiilasyonuna engel
oldugu belirtilirken, TG enziminin rennet ile es zamanl ilavesinin peynir alt1 suyundaki
protein ve yag miktarin1 azaltarak peynirin sertligini ve dayanimini diislirdigii
belirtilmektedir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Monogioudi ve ark. (2011) yaptiklari
calismada pepsin ile sindirime karsi, enzimatik olarak g¢apraz baglanmis B-kazeinin

capraz baglanmamis 3-kazeine gore daha direngli oldugunu gostermislerdir.

Firmcilik {irtinlerinde TG enzimi, unlarin kalitesinin iyilestirilmesinde, ekmek hacminin
ve dokusunun gelistirilmesinde, hamurun pisirme sonrast dokusal &zelliklerinin
arttirilmasinda  kullanilmaktadir. TG enzimi firmcilik {riinlerinde prolamin igeren
polipeptid zincirleri arasinda baglantilar olusturmaktadir. Piring unu ile yapilan bir
calismada un igerisine mTG enziminin ilavesinin hamurun reolojik o6zelliklerinde
gelisme sagladigi gosterilmistir (Gujral ve Rosell, 2004). Ayrica, glutamin ve TG
ilavesi ile izopeptid baglarinin olusumu, peptit fragmentlerinin insan T hiicreleri
tarafindan taninmasimi engelleyerek ¢olyak hastaliginin  gelismesine yol agan

mekanizmay1 bloke edebilecegi diistiniilmektedir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014).



TG enzimi protein igeren bircok gidanin iretiminde etkili bir sekilde kullanilmakla
birlikte 6zellikle bitkisel orijinli gidalarda kullanimi heniiz ¢ok yayginlasmamistir
(Gaspar ve Goes-Favoni, 2015). TG soya globiilinlerinde modifikasyona yol agacak
sekilde ¢apraz baglanma reaksiyonlarini katalizleyerek soya fasulyesinden elde edilen
triinlerinin  jelasyon ve dokusal Ozelliklerini gelistirmektedir. Soya fasiilyesi
proteinlerinin pihtilastirilmasiyla elde edilen bir soya fasulyesi iirlinii olan tofunun TG
ile muamele edilmesi sonucu su tutma kapasitesinin artarak daha iyi dokusal 6zellikler
kazandirildig1 yapilan c¢alismalarda belirlenmistir. Soya protein izolatlarinin hem
koagiilasyon hem de jellesme 6zelliklerinin artan enzim konsantrasyonu ile arttirildigi
gosterilmistir. TG ayrica soya proteininin sindirim 06zelliklerini gelistirmek igin
kullanilmistir (Nonaka ve ark., 1994). Enzim uygulamalar1 soya fasiilyesinde bulunan
bazi protein fraksiyonlarinin alerjen 6zelliklerinin ortadan kaldirilmasinda da etkin bir

sekilde uygulanabilmektedir (Babiker ve ark., 1998).

TG enzimi, kazein, jelatin ve kazein-jelatin karisimlarindan yenilebilir filmler iiretmek
icin kullanilmaktadir. Bu sekilde olusturulan yiiksek molekiiler agirliga sahip yenilebilir
filmler, yliksek esneme ve diisiik su buhari gecirgenligine sahiptir (Chambi ve Grosso,
2005). Kitosan ve peynir alt1 suyu proteinlerinin TG enzimi ile ¢apraz baglanmas ile
yenilebilir filmler olusturulmustur. Uretilen filmlerin, genis bir pH aralifinda diisiik
coziinlirliik, daha diigiik sisme Ozelligi, proteaz enzimlerine karsi duyarli, iyi bir
mekanik diren¢ ve az deforme olan 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. Filmlerin ayrica
oksijen, karbondioksit ve su buharmna karsi iyi bir bariyer ozellige sahip oldugu
gosterilmistir. Diger taraftan peynir alt1 suyu proteinleri ve 11s globiilin proteinleri TG
kullanilarak capraz baglanmis ve filmlerin mekanik Ozellikleri gelistirilmistir.
Yenilebilir filmler, par¢a etlerde ve yiiksek nemli diisiik sekerli keklerde mikrobiyal ve
fiziko-kimyasal kalite degisimlerini 6nlemek i¢in bir bariyer olarak kullanilabilmektedir
(Yildirim ve Hettiarachchy, 1998).

Beslenme agisindan TG enzimi, bazi aminoasitleri veya peptitleri substrati olan
proteinlere kovalent olarak baglayarak yapiya dahil edebilir. Bu reaksiyon ile kovalent
olarak yapiya disaridan katilan aminoasitler gida maddelerinin veya hayvan
beslenmesinde kullanilan yemlerin besin degerini arttirabilmektedir. Ornegin, metiyonin

ve lisin agisindan fakir olan siit kazein proteinleri ve soya fasulyesi proteinleri bu tip TG



reaksiyonu ile zenginlestirilebilmektedir. Pratik uygulamalarda, lisin hari¢ tiim yaygin
aminoasitlerin o-karboksil gruplarinin negatif yiiklerini ortadan kaldirmak igin
amitlenmis, esterlenmis veya dekarboksile edilmis olmalidir. a-amino grubu birincil
amin olan lisin aminoasiti, TG ig¢in iyi bir substrat konumundadir. Bu tiir reaksiyonlarda
proteinler acil dondrleri olarak etki gosterirken, lisin gibi aminoasitler ise agil
akseptorler olarak gorev yapmaktadir. Ornegin, metiyonin eksikligine kars1 kazeinlere
lisil-metiyonin eklenebilmektedir. Benzer sekilde, arjinin eksikligini gidermek ig¢in lisil-
arjinin kazeinlere dahil edilebilir. Diger taraftan gida endiistrisinde glutamin igeren

peptitlerin uygulanmasi oldukg¢a karmasiktir (Yokoyama ve ark., 2004).

Protein immobilizasyonu, geleneksel immobilize enzimlerin hazirlanmasi ig¢in yaygin
bir teknik olarak kullanilmaktadir ve biyoteknolojik uygulamalarda anahtar bir tekniktir.
Proteinlerin kati desteklere islevsel olarak immobilizasyonu, reaksiyon ortamindan
kolay ayrilma ve tekrar tekrar kullanim olasiligi gibi immobilize olmayan enzimlere
gore cesitli avantajlar sunmaktadir. TG enzimi, kazein kapli poliakrilik re¢ine {izerine
kisa bir peptit ile tutturulmus alkalin fosfatazin immobilizasyonu i¢in basariyla
kullanilmistir. TG kullanilarak hazirlanan immobilize enzimin, fiziksel adsorpsiyon
yolu ile hazirlanandan ¢ok daha yiliksek aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ayrica,
enzimatik immobilizasyon tekniginin fiziksel adsorpsiyon teknigine kiyasla enzimin
tekrarlanan kullaniminda daha yiiksek stabilite sagladigi ortaya konmustur (Tominaga
ve ark., 2007). Diger taraftan, TG 6zellikle biyosensorlerin gelistirilmesinde giiglii bir
ara¢ haline gelmektedir. Glukoz oksidaz enzim tabakasinin TG araciligiyla elektrot

lizerine baglanmasi ile hazirlanan biyosensorler gelistirilmistir (Josten, 1999).

2.3. Mikrobiyal Transglutaminaz (mTG) Enzimi

Enzimler, ilag ve gida {iriinlerinin Uretimi, tekstil, deri isleme ve atik su aritma gibi
bircok endiistride yaygin olarak kullanilan biyolojik katalizérlerdir ve kullanilan
enzimlerin ¢ogunlugu mikrobiyal kokenlidir. Ciinkii bu enzimler bitkilerden ve
hayvanlardan elde edilen enzimlere gére nispeten daha stabildirler ve iiretim maliyetleri
daha diisiiktiir. Biyoteknolojik olarak amilazlar, seliilazlar, proteazlar ve pektinazlarin
potansiyel uygulamalar1 farkli endistrilerde yaygin kullanim alani bulmustur.

Biyoteknolojideki ilerlemeler ve diger alanlarindaki gelismeler, gida, yem ve ilag
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endistrilerinde ¢ok ¢esitli yeni enzimlerin kullanilmaya baslanmasina sebep olmustur.
Gida endiistrisinin yeni Ozelliklere sahip enzimlere karsi artan talebi, ozellikle bu
enzimleri ireten giivenli statiideki mikroorganizmalara olan arayisi da arttirmistir

(Mabel ve Prapulla, 2012).

Mikrobiyal transglutaminaz (mTG) lisin igeren proteinlerin glutamin kalintilarinin y-
karboksiamid gruplar1 ile birincil aminler arasinda agil transfer reaksiyonunu
katalizleyen Ca*®’den ve kofaktorlerden bagimsiz bir enzimdir. ilk olarak Ando ve ark.
(1989) yaptiklar1 calismada topraktan izole ettikleri Streptoverticillium S-8112
susundan mTG enzimini elde etmislerdir. Bu mikroorganizma sivi besiyerinde enzimi
hiicre disina salgiladig: i¢in hiicre pargalanmasina gerek duyulmadan kolaylikla enzim
saflastirilabilmis ve karakterize edilmistir (Zhu ve ark., 1995). Diger mikroorganizmalar
tarafindan iiretilse de ticari olarak mTG, Streptoverticillium moboarense (Streptomyces
moboarense) tarafindan fermantasyon yolu ile iiretilmektedir (Ando ve ark., 1989). Ilk
ticari mTG (Activarm MP)  Streptoverticillium mobaraense fermantasyonu ile
Ajinomoto (Japonya) firmasi tarafindan siit iiriinlerinde kullanilmak iizere iiretilmis
olup, yogurt ve dondurmalarda doku gibi fiziksel 6zellikleri iyilestirmek, diisiik ve tam
yaglt yogurtlarda piht1 kirilma mukavemetini arttirmak, stabilizor kullanimini azaltmak
gibi fonksiyonlar1 bulunmaktadir. mTG’1n Ca*#den bagimsiz bir enzim olmasi, kazein,
soya proteinleri ve miyosin gibi kalsiyum duyarli gida proteinlerinin fonksiyonlarinin
modifiye edilmesine olanak saglamaktadir. Ayrica mTG iki farkli gida proteini arasinda
capraz baglar olusturabilmekte, bdylelikle daha yiliksek molekiil agirlikli proteinlerin
olusumunu saglayabilmektedirler (Motoki ve Seguro, 1998; Zhang ve ark., 2009). mTG
enziminin, 1998'den beri FDA (Gida ve Ila¢ Idaresi) tarafindan insan beslenmesi icin
giivenli bir madde olarak (GRAS- Genel Olarak Giivenli Oldugu Kabul Edilen)
taninmasiyla birlikte, gida endiistrisi i¢in ¢ok ¢ekici bir hale gelmistir (Aalami ve
Leelavathi, 2008). Bircok gida kodeksinde, gidalarda mTG’nin istenen etkiyi elde
etmek icin yeterli miktarlarda kullanilmasina izin vermekte ve izin verilen maksimum
siirlar igin herhangi bir spesifikasyon belirtilmemektedir (Gaspar ve Goes-Favoni,
2015).

Mikrobiyal TG tipik memeli transglutaminazindan farklidir. Deneysel olarak memeli

karacigerinden elde edilen transglutaminazlar enzimatik aktivitesi agisindan Ca*?
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iyonuna gerek duymaktadir. mTG enzimin karakteristik 6zelligi Ca**’den bagimsiz
katalizor olmasidir. Bu 6zellik gida proteinlerine uyarlanmasi agisindan ¢ok 6nemlidir.
Ciinkii, kazeinlerde oldugu gibi ¢ogu gida proteini diisiik kalsiyum iyon derisiminde
¢okme egilimi gostermektedir (Zhang ve ark., 2009). Ayrica mTG’nin aktivite i¢in
trombine ihtiya¢c duymamasi da gidalarda kullaniminda renk bakimindan herhangi bir
sorun yaratmamaktadir. Mikrobiyal TG, kiiltiir besiyerine salgilandig: i¢in hayvansal
TG enzimine gore saflastirma islemi daha kolay ger¢eklesmektedir (Motoki ve Seguro,
1998). Sonug¢ olarak, mTG’nin diger TG’lere gore daha fazla protein substrati ile
reaksiyona girmesi, aktivasyonu igin kalsiyum iyonuna ve trombine ihtiyag duymamasi,
ekstraseliiler olarak iiretilebilmesi ve fermantasyon teknolojileri kullanilarak diisiik
maliyetle iiretiminin saglanmasi gibi sebeplerle ticari olarak 6nemi oldukg¢a artmuistir
(Kurt ve Zorba, 2004). Enzimin, dogrudan TG iireten mikroorganizma kiiltiirleri veya
genetik modifiye edilmis E.coli, Bacillus, Aspergillus ve bazi mayalardan mikrobiyal
yolla ticari olarak iiretilmesi temel yaklagimlar olup, genetik modifikasyon yolu ile

tiretilerek ticari {iriin haline getirilmis enzim heniiz bulunmamaktadar.
2.4. Mikrobiyal TG Enziminin Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Mikrobiyal TG enziminin kimyasal yapisi incelendiginde 331 aminoasit kalintisindan
ve tek bir polipeptid (monomerik) zincirden olustugu ve molekiiler agirliginin ise
yaklasik 38 kDa oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, Gine domuzundan elde edilen TG
enziminin ise monomerik bir yapida ve molekiiler agirliginin yaklasik 75 kDa oldugu
saptanmistir (Ando ve ark., 1989; Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Kimyasal yap1 olarak
mTG, daha yiiksek katalitik aktivite, daha kii¢iik boyut, daha genis substrat spesifitesi
ve daha diisiik deamidasyon aktivitesi gibi ticari amaglar i¢in degerli olarak kabul edilen
biyokimyasal ozellikler gostermektedir (Kashiwagi ve ark., 2002). Mikrobiyal TG
enziminin aminoasit dizilimi hayvansal TG’ye gore ¢ok farkli olsa da 6zellikle aktif
merkezde yer alan sistin kalintilarinin g¢evresinde ve bazi bdlgelerinde benzerlikler

gostermektedir.

Mikrobiyal TG, katalitik aktiviteden sorumlu olan serbest tiyol (-SH) grubuna sahip tek
bir sistin (Cys-64) kalintis1 igermektedir (Sekil 2.2). Bu yapt mTG’nin tiyol grubu bir

enzim ailesinin liyesi oldugunu gostermektedir. Mikrobiyal TG disk benzeri bir sekle
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sahiptir. Aktif bolge, diskin kenarindaki derin bir yarigin altinda bulunur. Enzim, 11
adet a-heliks ve 8 adet B-plakalarini igeren o ve B katlanma tipi sergilemektedir. Cys-
64'lin yan1 sira, Asp-255 ve His-274 kalintilar1 katalitik ticlii yapiyr tamamlamaktadir.
Asp-255 ve His-274 aminoasitlerinin enzim molekiiliindeki ii¢ boyutlu pozisyonu, diger
aminoasitlerin  pozisyonunu  diizenlemektedir. ~ Mikrobiyal ~TG'nin  katalitik
mekanizmasinda, aktif merkezde yer alan aminoasitin (Asp-255) asit/baz katalizorii

olarak gorev aldig1 bilinmektedir (Kanaji ve ark., 1993; Yokoyama ve ark., 2004).

Sekil 2.2. Mikrobiyal TG enziminin ii¢ boyutlu protein yapisi (Kashiwagi ve ark., 2002)

Ek olarak, tim DNA kodlama bélgesinin analizi sonucu, mTG’nin 406 aminoasitten
olusan onciil bir pro-enzim olarak sentezlendigini gdstermistir. Enzim molekiiliindeki
pro-bdlgenin, amino terminalinde 18 aminoasitlik bir hidrofobik zincirden olustugu

belirlenmistir (Pasternack ve ark., 1998).

Mikrobiyal TG enzimi genis bir pH araliginda ¢alismakla birlikte optimum ¢alisma pH
aralig1 5.0-8.0 arasindadir. Ayrica pH 4.0 ve 9.0’da az da olsa enzimatik aktiviteye
sahiptir. Mikrobiyal TG nin izoelektrik noktas1 yaklasik pH 8.9’dur. Bir¢ok hayvansal
TG’nin optimum ¢alisma ortam1 40°C ve pH 5.5°tir (Ho ve ark., 2000). Streptomyces sp.
tarafindan iiretilen mTG’nin enzimatik aktivite agisindan optimum ¢alisma sicaklig1 45-
50°C’dir ve aktivitesini 50°C’de 10 dakika boyunca siirdiirebilmektedir. Diger taraftan
sicakligin 70°C’ye yiikselmesi ile aktivitesini birka¢ dakika i¢cinde kaybedebilmektedir.
Mikrobiyal TG, 10°C ve donma noktasinda da bir miktar aktivite gosterebilmektedir
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(Zhu ve ark., 1995; Motoki ve Seguro, 1998). Mikrobiyal TG enzimi etanol varliginda
isitilmaya kars1 hassastir ve maltodekstrin, sakkaroz, mannoz gibi karbonhidratlarin
varliginda termal stabilitesi dnemli Olgiide artmaktadir (Cui ve ark., 2006). Kazein
proteinleri ise mTG enzimini hiicre dis1 proteolitik enzimlerin etkisine Kkarsi

korumaktadir (Junqua ve ark., 1997).

Cu*?, Zn* Pb*? ve Li* gibi metal iyonlart mTG’yi énemli 6l¢iide inhibe etmektedir.
Ciinkii agir metaller mTG nin aktif bdlgelerinin bir pargasi olan sistein uglarindaki tiyol
gruplarmi baglarlar (Yiiksel ve Erdem, 2007). Mikrobiyal TG ’nin aktif bolgesinde
bulunan bu grup nedeniyle belirli sartlar altinda enzim okside olabilmektedir. Bu
nedenle 6zel paketlerde ve genel olarak maltodekstrin veya bir diger inert tasiyici ile
standardize edilmis olarak satilmaktadir (Payne, 2009). Diger taraftan TG enzim
aktivitesi Co*?, Ba* ve K" iyonlarinin varliginda artmaktadir (Macedo ve ark., 2010).
Substrat spesifikligi agisindan birgok gida proteininin (globiilinler, gluten, alblimin,
aktin, miyosin, fibrin, kazein, o-laktoalbumin, [-laktoglobulin) ¢apraz baglanma

reaksiyonlarinda aktif olarak rol oynamaktadir (Yokoyama ve ark., 2004).
2.5. Mikrobiyal TG Enziminin Biyosentezi ve Streptomyces sp. Biyolojisi

1980 yillarinin sonlarindan itibaren mikroorganizmalardan Ca*? iyonlarina ihtiyag
duymayan TG elde edilebilmektedir. Streptomyces (Streptoverticillium sp.) tirleri
tarafindan sentezlenen TG enzimi Ozellikle hayvansal kaynaklardan iiretilen TG'den
daha yiiksek aktiviteye sahiptir. Ayrica, mikrobiyal fermantasyon teknikleri TG’nin
diisiik bir maliyetle seri {iretiminine olanak tanimakta, bu da eczacilik ve kozmetik
tirtinler ile gida teknolojisinde endiistriyel uygulamalar i¢in avantaj saglamaktadir (Zhu
ve ark., 1995). Motoki ve ark. (1989) ve Ando ve ark. (1989) mikroorganizmalardan TG
iiretme olasiligini arastirmiglardir. Ando ve ark. (1989) cesitli ortamlardan aldiklar
toprak numunelerinden izole ettikleri yaklasik 5000 susu mTG enzim iretimi
bakimindan taramiglardir. Bu suslar arasinda Streptoverticillium sp. S-8112'nin iyi bir
enzim olusturma kabiliyetine sahip oldugunu belirlemislerdir. Motoki ve ark. (1989) S.
grise‘arneum, S. cinnamoneum ve S. mobaraense gibi diger bazi Streptoverticillium
suglarinin da TG firetme kabiliyetine sahip oldugunu bildirmislerdir. TG aktivitesi

Candida albicans, Phytophtora sojada ve Saccharomyces cerevisiae gibi
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mikroorganizmalarda hiicre duvarinda lokalize olarak bulunmaktadir. Bu durum
enzimin hiicre duvarinin stabilizasyonuna ve miselyumlarin biiylimesi sirasinda hif
olusumuna katildigina isaret etmektedir. Aslinda, enzimin Streptomyces’in yasam
dongiisiindeki kesin rolii agiklanmamasimna ragmen, protein ¢apraz baglanma
reaksiyonlarinin misel hiicre duvarmin ve spor kilifinin giiclendirmesine katki sagladigi

diisiiniilmektedir (Mariniello ve ark., 2008).

Streptomyces tiirleri ilk kez 1943'te Waksman ve Henrici tarafindan tanimlanmigtir
(Williams ve ark., 1983). Streptomyces cinsi Streptomycetaceae ailesine aittir. Genel
olarak Streptomycetaceae ailesi fizyolojik ve morfolojik 6zellikler, hiicre duvarinin
kimyasal bilesimi, peptidoglukan tiirii, fosfolipidler, yag asitleri, G/C igeriginin yiizdesi,
16s rRNA analizi ve DNA-DNA hibridizasyonu ile ayirt edilebilmektedir. Tanimlanan
tiirlerin sayist ve gesitliligi acisindan, Streptomyces tiirleri Actinomycetes siifinin en
biiyiik taksonomik 6gelerinden birini temsil etmektedir (Bhattacharyya ve Sen, 1998;
Hasani ve ark., 2014). Streptomyces cinsinde 500’den fazla tiir tanimlanmis olup, dogal
olarak bulunan antibiyotiklerin yaklasik {igte biri bu tiirler tarafindan {iretilmektedir.
Bazi Streptomyces’ler insanlar da dahil bazi hayvanlar ve bitkiler i¢cin patojendir ve
metabolizmalar1 oksidatif tipte olup organik bilesiklerin biiytlik bir boliimiinii enerji ve
biiyiime i¢in tek karbon kaynagi olarak kullanabilirler. Bu cinsin iiyeleri dogal
habitatlarda yaygin olarak bulunurlar ve 6zellikle giibreli ve ¢iirlimiis bitki atiklar
igeren topraklarda boldur. Suslarin biiytik bir kismi 25-35°C’de ve pH 5-8 arasinda iyi
gelisirler (Mohanraj ve Sekar, 2013).

Gram pozitif (+) hiicre morfolojisi gosteren ve spor olusturan Streptomyces cinsine ait
bakteriler, ¢cok karmasik bir biiyiime dongiisiiyle karakterizedir. Baslangicta spor
¢cimlenir ve kii¢iik bir germ tlipi olusur. Bu olusan baslangic miselyumlar, vejetatif
hifleri olusturmak {izere uzayarak dallanmaya baglar. Sivi kiiltiirde gelisen ¢ogu
Streptomyces tiirleri hava miselleri olusturmaz ve ¢ok az sug sivi kisim igerisinde spor
olusturacak kapasiteye sahiptir. Kati ortamda koloniler nispeten piirlizsiiz bir yiizeye
sahiptir. Ancak daha sonra, graniil, toz veya kadife gibi goriinebilen hava miselyumlar1
gelistirirler. Kat1 kiiltiirde, substrat miselyumu olarak da adlandirilan vejetatif
miselyum, substrat boyunca uzanir ve besinler harcandiginda, hava hifleri olusmaya

baslamaktadir. Sivi kiiltiirde sporulasyon gerceklesmez iken, ikincil metabolizma
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tetiklenerek sekonder antibiyotikler ve bazi enzimler iiretilebilmektedir. Streptomyces
tiirlerinin bu sekilde sivi besi ortamlarinda substrat miselyumlari olusturarak
cogalmalari, hiicresel ¢okelti veya dbekler olusturarak kiiltiir ortaminda kiitle transferi
problemlerine sebep olmaktadir. Kiiltiir ortaminda meydana gelen bu karmasik
morfolojik davranis kiiltiir ortaminda heterojenlik yaratarak 6rneklemlerde ve verilerin
analizinde zorluk olusturabilmektedir (Manteca ve ark., 2010; Rattleff, 2013; Chen ve
ark., 2013). Ayrica TG iireticisi Streptomyces suslarinda meydana gelen bu morfolojik
degisim ve misel gelisimi ile birlikte enzim aktivitesinde bir artisin oldugu yapilan
calismalarda ortaya konmustur. Ancak bu durumun TG enzimi ile iliskili olan

mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Negus, 2001).

Streptomyces tiirleri, ikincil metabolitlerin tiretimi agisindan iyi bir kaynak olmasi
nedeniyle, uzun zamandir bu amaglar dogrultusunda kullanilmaktadir. Birgok yasam
alanina sahip Streptomyces’ler, hem potansiyel iiriinleri icin hem de bazi1 diger
metabolitler i¢in konakg1 olarak kullanilmaktadir. Saprofitik yasam dongiileri sayesinde
Streptomyces tiirlerinin yiiksek miktarda protein (enzim) sentezleyerek makro boyuttaki

hiicresel substratlart kullanma yetenekleri gelismistir (Rattleff, 2013).

Streptomyces tarafindan iiretilen TG enziminin aktivasyon mekanizmasi Pasternack ve
ark. (1998) tarafindan agiklanmistir. Yaptiklart ¢alismada TG enziminin bakteri
tarafindan pro-transglutaminaz (pro-TG) formunda sentezlendigini ve enzimin
aktiflestirilmesinde bazi ekzojen proteazlarin (tripsin, kimotripsin) gorev aldigini
belirlemislerdir. Ayrica endojen TG aktiflestirici proteaz olarak rol alan bir
metalloproteaz enzimi Streptomyces mobaraensis’ten izole edilmistir (Zotzel ve ark.,
2003). Daha sonra yapilan ¢alismalarda Streptomyces hygroscopicus’ta sadece endojen
metalloproteazin degil ayn1 zamanda endojen serin proteazin TG aktivasyonunda rol
oynadig1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2008b). Streptomyces tarafindan iiretilen pro-
TG’nin N-terminalinden Once serin proteaz ve metalloproteaz ig¢in bdliinme yerlerini
iceren, korunmus bir aminoasit dizisine sahip oldugu goriilmektedir. Bu da pro-TG’nin
aktivasyonunun spesifik bir slire¢ olmadigin1 gostermektedir (Zhang ve ark., 2008b).
Hem S. mobaraensis hem de S. hygroscopicus iizerinde yapilan arastirmalar, TG
aktivasyon siirecinin bir TG inhibe edici proteaz inhibitorii tarafindan engellendigini

kanitlamistir. Metalloproteaz, serin proteaz ve Streptomyces subtilisin inhibitor proteini,
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TG aktivasyon siirecine dahil olan kilit faktorlerdir. Mikrobiyal TG’nin, hiicre
bliylimesi sirasinda degil, farklilagsma sirasinda salgilanip aktive oldugu belirlenmistir
(Zhang, ve ark., 2008a; Zotzel ve ark., 2003). Mikrobiyal TG sentezinin
mekanizmasinin agiklanmasina yonelik yapilmis calismalarin kronolojik siralamasi

Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Mikrobiyal TG enzim sentezinin biyolojik mekanizmasmin agiklanmasi i¢in yapilan
caligmalar

Yil Yapilan Calisma Kaynak

1989 Mikroorganizmalardan iiretilen yeni bir TG nin (Ando ve ark., 1989)
saflastirilmasi ve 6zelliklerinin belirlenmesi

1998 S. mobaraensis’ten bakteriyel pro-TG zimojenin (Pasternack ve ark., 1998)
saflagtirilmasi, karakterizasyonu

2003 S. mobaraensis’ten elde edilen TG, endojen bir (Zotzel ve ark., 2003)
metalloproteazla aktiflestirilmesi

2008 S. hygroscopicus’ta bulunan iki farkli proteazin TG (Zhang ve ark., 2008b)
aktivasyonundaki rolii

2009 S. hygroscopicus’un farklilasmasinda TG’nin etkisi (Zhang ve ark., 2009)

2.6. Mikrobiyal TG Biyosentezini ve Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Mikrobiyal TG iiretimi igin gerekli olan fermantasyon sartlari ile enzim iireticisi
hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan sartlar farkli olabilmektedir. Kesikli bir kiiltiirde
mTG olusum hiz, aktivitesi ve verimliligi; pH, sicaklik, ¢6ziinmiis oksijen gibi ¢evresel
parametrelere ve ortam bilesimine gore degisebilmektedir. Mikrobiyal TG sentezi
konusunda giderek artan bilgiler 15181nda, biyosentez siirecini daha dogru bir sekilde
kontrol edebilmek icin farkli teknikler ve stratejiler gelistirilmistir. Bu teknikler
temelde, sus izolasyonu, inkiibasyon sartlarinin kontrolii, substrat optimizasyonu,
metabolik optimizasyon ve fermantasyon teknikleri gibi unsurlari kapsamaktadir
(Cizelge 2.3) (Zheng ve ark., 2002a; Zheng ve ark., 2002b; Yan ve ark., 2005; Zhang
ve ark., 2009). Mikrobiyal hiicreler uzun siiredir hem metabolitlerin hem de proteinlerin
(enzimler) iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin iiretim araglar1 olarak

kullanilmast, hizli gelisme oranlar1 ve basit biyolojilerinden dolay:1 faydalidir (Zhang ve
ark., 2009).
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Cizelge 2.3. Mikrobiyal TG tiretiminde kullanilan bazi stratejiler (Zhu ve Tramper, 2008)

Ulasilan aktivite

Sus Teknik (Unite/ml) Kaynak
S. mobaraense Sus izolasyonu 2.00 (Ando ve ark., 1989)
S. mobaraense Ceg?;teéjﬁgﬁtml 3.37 (Zheng ve ark., 2001)
S. ladakanum Substrat 0.73 (Téllez-Luis ve ark., 2004b)

Optimizasyonu
Sus izolasyonu ve
Bacillus circulans Substrat 0.31 (Souza ve ark., 2006)

optimizasyonu
Cevresel kontrol

S. hygroscopicus stratejileri

5.79 (Xu ve ark., 2009)

S. ladakanum Sus izolasyonu 0.35 (Téllez-Luis ve ark., 2004a)

Sus izolasyonu ve
Streptomyces sp. substrat 1.40 (Macedo ve ark., 2007)
optimizasyonu

2.6.1. Mikroorganizma

Ozellikle gida endiistrisinde ticari olarak mTG enzim iiretimi igin Streptomyces
tirlerinin 6nemi bilinmektedir. Bu tiirler arasinda yer alan Streptomyces mobaraensis
suslart ticari TG tliretiminde biiyiik bir paya sahiptir (Ando ve ark., 1989). Mikrobiyal
TG enzim iireticisi mikroorganizmalarin belirlenmesi i¢in yapilan diger ¢aligmalar ile
birlikte tiretici kiiltiirler arasina S. cinnamoneum, S. ladakanum, S. lividans, S. platensis,
S. sioyaensis, S. hygroscopicus, Bacillus substilis, Pseudomonas putida, Zygomonas
mobilis gibi mikroorganizma tiirleri de dahil olmustur. Yiiksek oranda mTG {ireten
temel bakteri aileleri arasinda Streptomycetaceae, Micrococaceae, Bacillaceae ve
Pseudomonadaceae aileleri yer almaktadir (Zhu ve ark., 1995; Lin ve ark., 2006; Cui ve
ark., 2007; Bourneow ve ark., 2012; Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

2.6.2. Besiyeri bilesimi

Fermantasyon ortami1 mTG iiretim maliyetlerinin yaklasik %30’unu olusturmaktadir.
Besiyeri bilesimi mikroorganizmalar tarafindan iretilen TG enzim sentezini
etkilemektedir (Souza ve ark., 2006; Kieliszek ve Misiewicz, 2014). Besiyeri
kompozisyonunun dogru olarak belirlenmesi gerek maliyetlerin azaltilmasi gerekse

tiretim veriminin arttirilmasi bakimindan énemlidir. Mikrobiyal TG {iretimini etkileyen
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besiyeri bilesenlerinin geleneksel yontemlerle tek tek optimize edilerek belirlenmesi
daha basit ve ayrica degiskenlerin enzim tiretimi {izerindeki etkilerinin grafik tizerinde

kompleks istatistiksel analizlere ihtiyag duymadan yorumlamak daha kolaydir (Macedo
ve ark., 2007).

Streptomyces tiirlerinden mTG {irtiminde kullanilan besiyerlerinin bilesimi ¢ogunlukla
benzer bir bilesime (maya ekstrakti, pepton, sodyum fosfat, potasyum fosfat,
magnezyum siilfat ve bir karbon kaynagi) sahiptir. Burada 6zellikle pepton ve maya
ekstrakt1 gibi bilesenler ekonomik olarak yiiksek maliyet olusturmaktadir (Kieliszek ve
Misiewicz, 2014). Kiiltiir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan karbon ve azot
kaynaklart mTG verimliligini etkileyen temel bilesenler arasinda yer almaktadir.
Pepton, maya ekstrakti, kazein, iire gibi temel bilesenler TG sentezinde kullanilan
yaygin azot kaynaklarini olusturmaktadir. Ayrica inorganik amonyum tuzlari da azot
kaynag1 olarak kullanilabilmekte ancak bu tuzlarin enzim iiretimi i¢in daha az kullanigh
olduklar1  bildirilmektedir. Inorganik azot kaynaklarinmn ortamda bulunmasi
mikroorganizmalarin tarafindan sentezi miimkiin olmayan aminoasitlere ulagimini
engelleyecegi icin mTG sentezinde yapiya katilacak olan elzem aminoasitlerin
eksikligine yol agacaktir. Literatiirde yapilan ¢aligmalarda soya, piring, misir, bugday
unu, musir surubu ve malt ekstrakti gibi bitkisel kaynaklarin da enzim iiretiminde azot
kaynagi olarak besiyerinde kullanilabilecegini onerilmektedir (Kieliszek ve Misiewicz,
2014; Zilda, 2014). Tim azot kaynaklar1 arasinda pepton Streptomyces tiirleri i¢in mTG
iiretiminde temel azot kaynagini olusturmaktadir (Zhu ve ark., 1996; Macedo ve ark.,
2007). Karbon kaynagi olarak ise 6zellikle patates nisastasi, glukoz ve maltodekstrin
gibi bilesenlerin S. mobaraensis ile gergeklestirilen iiretimlerde yiiksek enzim aktivitesi
sagladig1 belirtilmektedir (Macedo ve ark., 2007). Ayrica, yapilan bazi c¢alismalarda
seker melast ve gliserol gibi karbon kaynaklarinin sinerjist etki olusturarak S.
ladakanum ile gergeklestirilen mTG {retimini arttirdigi  gozlemlenmistir. Bu
calismalarda mTG fermantasyonu sirasinda sekerlerin (glukoz, fruktoz, sakkoroz) ve
gliseroliin kiiltiir tarafindan farkli oranlarda kullanildig: belirlenmistir. Diger taraftan
besiyeri bilesiminde gliserol ve kazeinin birlikte kullaniminin da enzim {iretimini
arttirdig1 deneysel olarak belirlenmistir (Bourneow ve ark., 2012; Téllez-Luis ve ark.,
2004b). Bu duruma karsit bir olgu olarak besiyerindeki peptitlerin veya proteinlerin

kendi aralarinda mTG tarafindan ¢apraz baglanma reaksiyonuna maruz kalmalari
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sonucunda, bu tir azot kaynaklarmin mikroorganizmalar tarafindan kullaniminin
zorlasacag1 gerce8i de ortaya cikmaktadir. Bu nedenle ortamda bulunan serbest
aminoasitler mTG sentezi ve hiicre gelisimi agisindan temel simirlayic1 faktor

olmaktadir (Zhu ve ark., 1996; Zhu ve ark., 1998; Bourncow ve ark., 2012).

Bourneow ve ark. (2012), ii¢ bakteri kiiltiiriinii (Enterobacter sp.C2361, Providencia sp.
C1112 ve S. mobaraense DSM 40847) kullanarak 4 farkli besiyerinde bu kiiltiirlerin
mTG iiretim miktarlarini incelemislerdir. Yaptiklari ¢alismada mTG enzim iiretimi igin
en uygun olan besiyeri bilesimini %2.0 nisasta, %2.0 pepton, %0.2 maya ekstrakti,
%0.2 Mg,S0O4, %0.2 KH,PO,4 ve %0.2 K;HPO, olarak belirlemislerdir. Bu besiyerinde
Enterobacter sp. C2361, Providencia sp. C1112 ve S. mobaraense DSM 40847 ile
gergeklestirdikleri enzim iiretimlerinde sirasiyla 0.87+0.02 (48 saat), 0.82+0.02 (24
saat), 0.85+0.01 (48 saat) Unite/ml aktivite degerlerine ulasmislardir. Temel karbon
kaynagi nisasta ile birlikte glukoz iceren farkli bir besiyeri kullanildiginda enzim
aktivite degerlerinin ilk besiyerine gore daha diisiik gerceklestigi gozlemlenmistir. Bu
durum sadece glukozun ortamda bulunmasinin inhibitér etki yaratarak hem hiicre
gelisimini hem de mTG {retimini etkilemesi ile aciklanmistir. Arastiricilar, temel
karbon kaynagi kullanilmadan pepton, maya ekstrakti ve NaCl ile hazirlanan farkli bir
besiyerinde gerceklestirdikleri enzim tiretim denemelerinde ise diger besiyerlerine gore
daha diisiik mTG aktivite degerlerine ulasmislardir. Diigiik enzim aktivitesi sonucunu
karbon kaynaginin olmayisina baglamislardir. Ayrica, azot kaynagi olarak soya
proteinleri ve kazeinlerin kullanildig1 bir baska besiyerinde, sadece pepton igeren ilk
besiyerinden daha diisiik enzim aktivite degerleri (~0.50 Unite/ml, 48 saat) elde
edilmistir. Bu durum, durgun fazin ortalarina dogru fermantasyonda agiga c¢ikan
amonyum iyonlarinin (geri beslemeli inhibisyon) enzim sentezini inhibisyona ugratmasi

ile agiklanabilir (Zhu ve ark., 1996).

Nisasta ve pepton ile yapilan benzer diger ¢alismalarda ise S. mobaraense DSMZ 40847
susu kullanarak 1.80-3.40 Unite/ml (36-60 saat) enzim aktivitesi degerleri elde
edilmistir (Zhu ve ark., 1996; Zheng ve ark., 2001; Zheng ve ark., 2002b). Zhu ve ark.
(1996) karbon kaynagi olarak glukoz yerine sadece nisasta (%2) kullandiklar1 ¢aligmada
daha yiiksek enzim aktivitesi degerlerine ulasmislardir. Calismada inorganik azot

kaynaklarinin veya serbest aminoasitlerin besiyerinde azot kaynagi olarak kullanilmasi
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enzim sentezi ve mikrobiyal gelisme i¢in pepton kullanilan besiyerine gore daha iyi

diizeyde gerceklesmistir.

lancu ve ark. (2009) Streptomyces sp. ile nisastali besiyeri kullanarak gergeklestirdikleri
mTG iiretiminde, 7 giinliik inkiibasyon sonucunda 0.05-0.20 Unite/ml araliginda
degisen bir enzim aktivitesi degeri elde etmislerdir. Bahrim ve ark. (2010) ise pepton ve
glukoz kullanilarak hazirladiklar1 besiyerinde 7 giinliik inkiibasyon sonucunda

Streptomyces sp. ile 0.43 Unite/ml degerinde bir enzim aktivitesi belirlemislerdir.

Macedo ve ark. (2007) topraktan izole ettikleri Streptomyces sp. kullanarak en yiiksek
enzim aktvitesini  saglamak tiizere Dbesiyeri bilesenlerinin  optimizasyonunu
gerceklestirmiglerdir. Farkli azot ve karbon kaynaklarmin mTG {iretimine etkilerini ayr1
ayr1 inceledikleri bu ¢alismada azot kaynagi olarak maya ekstrakti ile birlikte pepton,
sadece pepton, sadece musir surubu likorii ve sadece kazein kullanilmustir. Karbon
kaynag1 olarak ise glukoz ile birlikte patetes nisastasi, sadece melas, sadece sakkaroz,
sadece maltodekstrin ve sadece ¢oziiniir nisasta kullanmiglardir. Elde edilen sonuglara
gore, azot kaynaklari igerisinde en yiiksek mTG aktivitesine Sadece pepton ile
hazirlanan besiyerinde (1.12 Unite/ml), karbon kaynaklarinda ise glukoz ve patates
nisastas1 karisimi ile hazirlanan besiyeri (1.12 Unite/ml) ile sadece maltodekstrin igeren

besiyerinde (1.18 Unite/ml) ulagilmustir.

Sorgun asit hidrolizatlar1 ile hazirlanan besiyerinde S. ladakanum NRRL-3191 ile
gerceklestirilen mTG iiretim denemesinde 72 saatlik inkiibasyon sonrasinda ortamda
0.34 Unite/ml degerinde bir aktivite elde edilmistir (Téllez-Luis ve ark., 2004a). Maya
ekstrakti, misir surubu likorii ve kazein ilave edilmis patates hidrolizat1 ile hazirlanan
besiyerinde yapilan bir baska calismada ise 1.13 Unite/ml mTG aktivite degerine
ulagilmistir (Guerra-Rodriguez ve Vazquez, 2013).

Téllez-Luis ve ark. (2004b) yaptiklar1 bir ¢alismada karbon kaynagi olarak gliserin
(1,2,3-propanotriol ve gliserin) kullandiklarinda mTG aktivitesini 250 rpm karistirma
hizinda en yiiksek 0.72 Unite/ml olarak belirlemislerdir.

Ryszka ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada S. mobaraense susunun TG sentezi igin en

uygun ortamin musir surubu likorii ve maya ekstrakti ile hazirlanmis besiyeri (pH 6.5-
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7.0) oldugunu gostermislerdir. Yaptiklar1 bu c¢alismada enzim aktivitesi degerini 30

saatlik inkiibasyon sonrasinda 2.0 Unite/ml olarak &l¢miislerdir.

Junqua ve ark. (1997) farkli azot kaynaklarmin S. cinnamoneum susunun TG enzim
tiretimine etkisini inceledikleri ¢aligmada, azot kaynagi olarak kazein ve pepton iceren
ortamda elde edilen enzim aktivitesi degerinin (0.33 Unite/ml) sadece pepton igeren
ortama gore ti¢ kat daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Besiyeri bilesiminde sadece
gliserol (0.019 Unite/ml) veya glukoz (0.015 Unite/ml) kullanildiginda ise ¢ok diisiik

aktivite degerleri elde etmislerdir.

Mahmood (2013) bugday kepegi ile hazirlanan kati1 besiyerini farkli karbon ve azot
kaynaklar1 ile zenginlestirerek izole ettigi Streptomyces kiiltliriinin mTG enzim
iiretimine etkisini inceledigi calismada karbon kaynag olarak nisasta (1.85 Unite/g) ve
gliserol (1.73 Unite/g), azot kaynag olarak ise pepton (1.57 Unite/g) ve maya ekstrakti
(1.42 Unite/g) ilave edildiginde kontrol ornegine kiyasla daha yiiksek aktivite
degerlerine ulagsmistir. Diger taraftan kazein, amonyum siilfat, melas, sakkaroz gibi

diger katkilarin ilavesi ile enzim aktivitesinde 6nemli bir artis saglanamamustir.

Aidaroos ve ark. (2011) kiltiir ortaminda azot kaynagi olarak amonyum siilfat ile
birlikte kalsiyum kloriir bulunmasinin S. hygroscopicus WSHO03-01 susunun gelisimini
ve mTG fretimini pozitif yonde etkiledigini ve 60 saatlik fermantasyon sonucunda

kiiltiiriin 3.2 Unite/ml degerinde bir aktiviteye ulastigin1 saptamislardr.

Zhu ve ark. (1998) S. mobaraense (CBS 20778) susu ile gergeklestirdikleri enzim
tiretim ¢alismasinda hazirladiklari besiyerinde (nisasta, pepton, MgS0,4.7H,0, KH,POy,
K2HPO,4, maya ekstrakti, bazi aminoasitler) fermantasyon siiresince kiiltiir ortaminda
hiicre gelisimini, mTG {iretimini, CO; olusumunu, glukoz tiikketimini, ¢dziinmiis oksijen
(DO) miktarm1 ve serbest aminoasit miktarlarini  Olgmiislerdir. Fermentorde
gerceklestirdikleri (2.0 litre, pH 6.5) tiretimlerde 0.5 v/v/dak hava akis hiz1 ve kademeli
radyal karistirma (400 rpm-18 saat/ 500 rpm-30 saat) uygulamislardir. Yaptiklar
calisma sonucunda tiim fermantasyonun 4 farkli fazda (0-12 saat, 12-24 saat, 24-36 saat
ve 36-48 saat) gergeklestigini belirlemislerdir. Buna gore ilk faz olarak kabul edilen
fermantasyonun 0-12. saat araliginda biyokiitle miktarinin, glukoz tiiketiminin ve CO;

miktarinin arttigini, DO miktarmin ise azaldigini belirlemislerdir. Mikrobiyal TG
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aktivitesi ise ilk fazda ¢ok diisiik diizeyde (~0.01 Unite/ml) dl¢miislerdir. Ikinci fazda
(12-24 ssat) biyokiitle (6 g/l), CO,, DO, glukoz ve aminoasit miktar1 ¢ok keskin bir
sekilde degisim gosterirken, mTG iiretimindeki artis (~0.3 Unite/ml) diisiik diizeylerde
gerceklesmistir. Uciincii faz olarak belirlenen fermantasyonun 24-36. saatleri arasinda
ise hiicresel gelisim daha diisiik hizlarda artmaya devam ederken ve mTG iiretim hizi
baskin hale (~1.2 Unite/ml) gelmistir. Son fazda (36-48 saat) ise mikrobiyal gelisim,
mTG iretimi ve glukoz tiikketimi sonlanmistir. Yapilan bu ¢alismada arastiricilar
besiyeri bilesiminde azot ve karbon kaynagi olarak pepton ve nisasta gibi bilesenlerin
kullaniminin proteaz ve amilaz gibi bazi indiikleyici enzimlerin sentezini uyararak daha
sonra tretilecek enzimler i¢in Onciil bilesiklerin olusumuna sebep olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Ayrica arastirmacilar fermantasyonun son asamalarinda mikroorganizma
tarafindan lretilen proteinlerden kaynaklanan aminoasit miktarinda (1.834 g/1) artis ve
serbest aminoasit miktarinda ise hafif bir azalma gozlemlemislerdir. Besiyerinde
bulunan proteinlerin, tiretilen mTG enzimi ile kendi aralarinda gapraz baglamasi sonucu

mikroorganizma tarafindan etkin bir sekilde kullanilamamasi nedeni ile agiklanmistir.
2.6.3. inkiibasyon sicakhigi ve pH

Yapilan caligmalarda mTG iiretiminde sicakligin ve pH’nin 6nemli bir rol oynadigi ve
bu iki faktoriin hiicre biiylimesini ve iirlin olusumunu etkileyen en 6nemli g¢evresel
parametreler oldugu bildirilmektedir. Sicaklik ve pH’nin mTG iretimi {izerine etkileri
ile ilgili Kkinetik veriler daha iyi bir fermantasyon siirecinin planlanmasini

kolaylastirmaktadir (Zheng ve ark., 2002a; Yan ve ark., 2005).

Mikroorganizmalarin spesifik gelisme hizlar sicakliktan 6nemli 6l¢giide etkilenmektedir.
Bir¢ok kinetik model inkiibasyon sicakligi ile spesifik gelisme arasindaki iliskiyi
aciklamak i¢in 6ngoriide bulunmaktadir. Schoolfield ve ark. (1981) spesifik gelisme
hizin1 sicakligin bir fonksiyonu olarak tanimlayan dogrusal olmayan bir Arrhenius
modeli onermistir. Yapilan ¢alismalar sicakligin mTG fermantasyonunda énemli bir rol
oynadigini gostermistir. Buna ragmen, S. mobaraense suslarinin hiicresel gelisimine ve
mTG sentezine inkiibasyon sicakliginin etkileri ile ilgili kinetik modeller hakkinda ¢ok

az bilgi bulunmaktadir (Zheng ve ark., 2001; Zheng ve ark., 2002b).
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Zheng ve ark. (2002b) farkli inkiibasyon sicakliklarinin (25, 28, 30, 32, 33.5 ve 35°C) S.
mobaraense WSH-Z2 susunun sivi besiyerinde (30 g nisasta, 20 g pepton, 2 g maya
ekstrakti, 2 g MgSQy, 2 g K;HPO4, 2 g KH,PO4, pH 6.5) mTG enzim iiretim miktar
tizerine etkilerini incelemislerdir. Fermentorde (400-500 rpm, 2.0 v/v/dak hava, 70 saat)
gergeklestirilen mTG enzim iiretim denemelerinde kiiltiir ortaminin enzim aktivitesi
(Unite/ml) ve hiicre kuru agihiklari (g/l) takip edilmistir. Farkli sicakliklarda
gerceklestirilen fermantasyonlarda hiicre gelisimleri incelendiginde, diistik sicakliklarda
lag fazinin uzadigr ancak ortam sicakliginin artisi (30°C) ile hiicre geligiminin
hizlanarak ¢ok kisa slirede maksimum hiicre kuru agirhigina (~25 g/1) ulasildigi
gozlenmistir. Arastiricilar 30°C’nin {stiindeki ve altindaki sicaklik degerlerinde ise
daha diisiik hiicre kuru agirligi degerlerine ulasmiglardir. Sonug olarak, S. mobaraense
susunun spesifik gelisme hizina sicakligin biiyiik bir etkisi oldugunu saptamislardir.
Diger taraftan yaptiklar ¢alismada kiiltiir sicakliginin artist ile birlikte mTG sentezinin
daha erken evrede basladigini ve 30°C’nin tizerindeki sicakliklarda hiicre gelisimi ile
ayni anda enzim uretiminin basladigin1 belirlemiglerdir. Arastirmada en yiiksek enzim
aktivitesi degerine (2.94 Unite/ml) 30°C’de gerceklestirdikleri fermantasyon sonucu
ulagsirlarken, diisiik sicaklik degerlerinde mikrobiyal gelisimin durmasi ile birlikte enzim
sentezinin de durdugunu, daha yiiksek sicaklik degerlerinde ise mikrobiyal gelisimin

durmasina ragmen 6 saat boyunca enzim iiretiminin devam ettigini bildirmislerdir.

Zheng ve ark. (2001) iki kademeli sicaklik artisinin S. mobaraense WSH-Z2 susunun
mTG iretimine etkisini inceledikleri bir ¢alismada farkli fazlarda farkli sicaklik
degerlerini (32°C ve 28°C) kullanmislardir. Arastiricilar tiim fermantasyon siiresince
sabit sicaklik degerini kullanildiginda hiicre gelisimi ve mTG sentezi i¢in gerekli olan
optimum sicaklik degerlerinin birbirinden farkli oldugunu belirlemislerdir. Bu
dogrultuda, fermantasyon sicakligini baslangi¢ fazlarda (gelisim fazi) ilk 18 saat yiiksek
tutarak (32°C) hiicre gelisimi tesvik edilmis, orta ve son faz asamasinda ise sicaklik
diisiiriilerek (28°C) hiicre gelisim hiz1 yavaslatilmis ve mTG sentez hizi arttirilmaya
calistlmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda hiicre kuru agirliginda (27.2 g/l) ve mTG
aktivitesinde (3.37 Unite/ml), sabit sicakligin (30°C) kullanildig1 fermantasyona gore

artis oldugu ve fermantasyon siiresinin kisaldig: belirlenmistir.
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Mikrobiyal TG iiretiminde inkiibasyon sicakligi ve pH’s1 hiicre biiylimesi ve iiriin
olusumunu etkileyen en 6nemli ¢evresel parametrelerdir. S. mobaraense WSH-Z2 susu
kullanilarak enzim {iretim siirecinde pH degerindeki degisim ile ilgili yapilan bir
calismada fermantasyonun ilk asamalarinda besiyeri pH degerinin diistiigiinii (pH 6.5),
daha sonra ise kademeli alarak attigi (pH 7.2) belirlenmistir. Elde edilen bu
sonuglardan besiyeri pH degerinin kiiltiir ortaminda fermantasyonun evrelerine bagh
olarak degisim igerisinde oldugunu ve bu durumun mTG enzim iiretimine 6nemli etkisi
oldugunu gostermistir. Ayn1 ¢alismada farkli besiyeri baslangic pH degerlerinin (pH
5.0-8.5) mTG iiretimine etkisi de incelenmis ve pH 6.5’te en yiiksek enzim aktivitesini
48 saatlik inkiibasyon sonucunda 2.90 Unite/ml olarak bulunmustur. pH 6.0°da
gerceklestirilen enzim iiretiminde 1.85 Unite/ml, pH 7.0°de 2.75 Unite/ml ve pH 7.5’te
2.20 Unite/ml enzim aktivitesi degerleri elde edilmistir. Enzim aktivitesinin artirilmasi
amaciyla, ortam pH’s1 fermantasyonun baslarinda (ilk 13 saat) pH 7.0’de daha sonra pH
6.5’te sabit tutulmus ve bdylece en yiiksek aktivite degerine (3.4 Unite/ml) ulasilmistir.
Diger taraftan pH 5.0 ve pH 8.5 degerlerinde basarili bir enzim iiretimi
gerceklestirilememistir (Zheng ve ark., 2002a). Benzer sekilde Ryszka ve ark. (2009) S.
mobaraense susu ile pH 6.5-7.0°da 2.0 Unite/ml degerinde enzim aktivitesi elde

etmislerdir.

2.6.4. Kanistirma seklinin ve hizinin etKkisi

Sivi kiiltiirlerin karistirilmasinda temelde iki farkli karigtirma sekli uygulanabilmektedir.
Bunlardan ilki orbital olarak kiiltiir ortamimin karistirilldigi sistemler ikincisi ise
ortaminin mekanik, konveksiyon, pnomatik veya siirekli gaz fazi sistemleri aracilig ile
karistirildigr derin kiiltiir sistemlerdir. Orbital karistirma sistemleri basit ve ucuz olup,
daha 1limhi bir karistirmanin gergeklestirilmesine olanak saglamakla birlikte, kiitle
(besiyeri bilesenleri ve Oy) ve 1s1 transferi agisindan zayif kalabilmektedir (Henzler ve
Schedel, 1991). Bu sebeple kontrollii fermantason islemlerinin gergeklestirildigi
biyoreaktorler (fermentdr) 1s1 ve kiitle transferinin iyilestirilmesi ag¢isindan tercih
edilmektedir. Ayrica fermentdrde gergeklestirilen enzim iiretiminin arttirtlmasi igin geri
beslemeli sistemler de kullanilabilmekte ve boylelikle enzim miktarinda ~%80 ve hiicre
kuru agirliklarinda ~%30 oraninda artis saglanabilmektedir (Whitaker, 1980; Zhu ve
ark., 1998).
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Mikrobiyal TG iiretiminde besiyeri kompozisyonu ve ¢evresel sartlar (pH, sicaklik ve
DO) onemli faktorler arasinda yer almaktadir. Siklikla hiicresel gelisim ve enzim
iiretimi i¢in belirlenen en uygun sartlar birbirinden farkli olabilmektedir. Bu yiizden bu
parametrelerin yiiksek enzim iretim orani, yiiksek aktivite ve yiiksek verimlilik i¢in
optimize edilmesi gerekliligini dogurmaktadir. Ozellikle DO miktar1 hiicresel gelisimi
ve enzim iretimini etkileyen en Onemli ¢evresel faktorler arasinda yer almaktadir.
Fermantasyon esnasinda uygulanan karigtirma hizi veya havalandirma orani, gerek DO
miktarin etkilemesi gerekse kiitle ve 1s1 transferine katki saglamasi acisindan énemli bir

parametreyi olusturmaktadir (Yan ve ark., 2005).

Bourneow ve ark. (2012) farkli mikroorganizmalar kullanarak mTG {iretimini
gercgeklestirdikleri ¢alismada (37°C, 36 saat, 150 rpm) Olgek biiyiiterek (100 ml) enzim
aktivite degerlerini kiiiik dlgekli (5 ml) iiretime gére (0.87 Unite/ml) daha yiiksek (0.92
Unite/ml)  olarak belirlemislerdir. Bu durumu, biiyiik 6lcekli fermantasyonlarda
besiyerinin daha fazla ¢alkalanarak havanin besiyeri ile daha iyi karismasina baglamis
ve boylelikle hem hiicre gelisiminin hem de mTG {iretiminin arttigini1 bildirmiglerdir

(Bourneow ve ark., 2012; Portilla-Rivera ve ark., 2009).

Streptomyces kiiltiirlerinin ¢alkalamali sivi ortamlarda hizli hiicresel gelisimini
saglamak, homojen dagilmis biyokiitle elde etmek ve oksijen transferini arttirmak icin
tirbiilans olusturabilen fiziksel nesnelerin ortama eklenmesi klasik bir yaklasimdir.
Celik yaylar veya calkalama sisesi basina 20-30 adet cam boncuk bu amag¢ igin
kullanilabilmektedir. Daha biiyiikk Olcekli iiretimlerde fiziksel nesneler biyoreaktore
zarar verebileceginden, ylizey aktif maddeler (surfektan) gibi katki maddeleri ile besi
ortam1 desteklenebilmektedir. Bununla birlikte, kopiik kirici katkilar hiicre tarafindan
tiketilebilir ve DO veya biyokiitle miktarmi olumsuz etkileyerek fermantasyonu
bozabilmektedir. Biiyiik olgeklerde hiicre gelisimini kontrol etmek igin inokiilasyon
miktar1, pH, sicaklik ve karistirma hizi dahil olmak iizere biyoreaktérde kullanilan
fiziksel parametreler islem {izerinde Onemli bir etkiye sahiptir ve kosullarin
optimizasyonu Onem arzetmektedir. Bu nedenle, enzim firetimi ile ilgili etkili ve
tekrarlanabilir bir yontem olusturmak igin temel kurallar belirlenmelidir (Rattleff, 2013;
Kieser, 2000; Wang ve ark., 2005; Celler ve ark., 2012).
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Portilla-Rivera ve ark. (2009) karbon kaynagi olarak seker kamisi melast (60 g/l) veya
gliserol (60 g/1) kullanarak hazirladiklar1 besiyerlerinde S. ladakanum NRRL 3191 susu
ile farkli orbital karistirma hizlarinda (200, 300, 400 rpm) gerceklestirdikleri
fermantasyonlarda (26°C, 120 saat) enzim aktivitesi ve hiicre kuru agirhigi degerlerini
belirlemiglerdir. Besiyeri olarak sadece seker kamisi melast (60 g/l) kullanarak S.
ladakanum ile gerceklestirdikleri fermantasyonlarda karistirma hizinin artmasi ile
birlikte biyokiitle tretiminin arttigin1 (maksimum 8.39 g/l, 72 saat) ve bu durumun
kiltir ortammda O, transferinin artmasindan kaynaklandigini bildirmislerdir. Farkli
karigtirma hizlarinin seker kamisi melasinda mTG aktivitesine etkisini incelediklerinde,
200 rpm karistirma hizlarinda 120 saatlik fermantasyon sonunda ¢ok diisiik bir aktivite
degeri (0.040 Unite/ml) bulmuslardir. Diger taraftan 300 rpm’de 72. saatte 0.170
Unite/ml ve 400 rpm’de 96. saatte (0.240 Unite/ml) enzim aktivitesi degerlerini elde
edilmistir. Karbon kaynagi olarak sadece gliserol (60 g/1) kullanarak hazirladiklar
besiyerinde gerceklestirdikleri fermantasyonlarda, melas i¢eren besiyerindeki sonuglara
benzer olarak karigtirma hizinin artmasiyla biyokiitle konsantrasyonunun artarak en
yiiksek degere (10.03 g/1) 400 rpm’de 120 saat sonunda ulastigin1 bulmuglardir. Gliserol
ile hazirlanan besiyerinde farkli karistirma hizlarinda gergeklestirilen fermantasyonlarda
mTG aktivitesindeki degisimler incelendiginde 200 rpm ve 300 rpm karistirma
hizlarinda en yiiksek deger (~0.240 Unite/ml) elde edilirken, 400 rpm hizinda mTG
aktivitesi daha diislik diizeylerde Sl¢iilmiistiir. Gliserol ile hazirlanan besiyerinde 400
rpm karistirma hizlarinda 96 saatlik fermantasyon sonucunda 0.170 Unite/ml enzim
aktivitesi degerine ulasilmistir. Arastiricilar gliserol igeren besiyerinde yiiksek
karistirma hizinda diisiik aktiviteye ulasilmasinin sebebini, gliserol igeren besiyerinin
yiiksek viskozitesinin yani sira mTG’nin Na-kazeinat molekiilleri arasinda ¢apraz
baglayict etkisi sonucu artan strese baglamiglardir. Yapilan bu ¢alisma kapsaminda
ayrica seker kamis1 melasi (30 g/l) ve gliseroliin (30 g/l) birebir karisimindan hazirlanan
besiyerinde 300 rpm karistirma hizinda 72 saatlik fermantasyon ile 0.460 Unite/ml

enzim aktivitesine ulagsmislardir.

Zhu ve ark. (1998) Streptoverticillium mobaraense (CBS 20778) susu ile sivi
besiyerinde (nisasta, pepton, maya ekstrakti, pH 6.5) kontrollii bir fermentoérde (1.0
litre/dak hava, 500 rpm) mTG {iretimi i¢in fermantasyonun 20. saatinden sonra geri

beslemeli sistem ile farkli aminoasit ve azot kaynaklari kullanarak enzim iiretimini
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gerceklestirmiglerdir. Geri besleme agamasinda azot kaynagi olarak pepton kullandiklar
calismada, fermantasyonun ilk 28 saatinde hiicre gelisiminin yavas gergeklestigini ve
daha sonra artarak 50. saatte hiicre kuru agirh@min 7.5 g/l seviyesine ulastigini
belirlemiglerdir. Bununla birlikte mTG tiretiminin ise ilk 30 saatte tamamlandigint ve
aktivite degerinin 0.6 Unite/ml degerine ulastigim bildirmislerdir. Azot kaynag: olarak
amonyum siilfat kullandiklar1 geri beslemeli fermantasyon c¢aligmasinda ise hiicre kuru
agirhgm 50. saatte 10 g/l, mTG aktivitesini ise 40. saatte 1.8 Unite/ml olarak
bulmuslardir. Enzim iiretimi logaritmik fazin sonlarina dogru gergekleserek hizla
artmistir. Amonyum siilfat kullanilan geri beslemeli sistemde fermantasyonun ilk
asamasinda (20. saat) DO degerinde 6nemli bir azalma gézlenmezken 20-30. saatler
arasinda DO degeri hizli bir sekilde azalarak %18 seviyesine diistiigli ve daha sonra

tekrar artarak %20 degerine ulastigi belirlenmistir.

Zheng ve ark. (2001), nisasta, pepton ve maya ekstrakti ile hazirladiklar1 besiyerinde
(pH 6.5) kontrollii fermantasyon sartlarinda (400-500 rpm, 1.3 v/v/dak hava)
Streptoverticillium mobaraense WSH-Z2 susu ile farkli sicakliklarda (25-35°C)
fermentorde gergeklestirdikleri mTG iiretimlerinde en yiiksek aktivite ve hiicre kuru
agirh@r degerlerini 30°C’de sirast ile 2.94 Unite/ml ve 25.1 g/l olarak bulmuslardir.
Arastiricilar, ayrica hiicre kuru agirhigi ve mTG aktivitesindeki artigin birbirine paralel

olarak gerceklestigini belirtmislerdir.

Yan ve ark. (2005) S. mobaraense WSH-Z2 susu ile farkli hacimlerde (30-140 ml)
besiyeri kullanarak c¢alkalamali inkiibatorde (200 rpm) gerceklestirdikleri mTG
iretimlerinde besiyeri hacminin hiicre gelisimi ve mTG {retimine etkilerini
incelemislerdir. Bu ¢aligmada artan besiyeri hacminin hiicre kuru agirligina (~22 g/l)
onemli bir etkisinin olmadigini ancak mTG miktarma etkisinin oldugunu bulmuglardir.
Hacim artist ile birlikte DO konsantrasyonundaki degisime bagli olarak mTG
aktivitesinin 100 ml’lik besiyeri hacminde en yiiksek degerine (1.87 Unite/ml) ulastigin
daha yiiksek hacimlerde ise azaldigim1 belirlemislerdir. Kontrollii fermantasyon
amactyla fermentorde farkli karistirma hizlarinda (250, 350, 450 rpm) ve kontrollii
sartlarda (1 v/v/dak hava, 30°C, pH 6.7-7.2) gerg¢eklestirdikleri mTG iiretimlerinde
fermantasyon siiresince besiyerindeki DO miktarinin ilk evrede hizl bir sekilde azaldig1

ve son evrede stabil kaldigimi gézlemlemislerdir. Bu durum ilk evrede hiicrelerin
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oksijen tiikketim hizlarinin oksijen transfer hizindan daha yiiksek olmasi ve daha sonra
dengeye ulasilmas1 ile iliskilendirilmistir. Karistirma hizinin artmast ile DO
miktarindaki artisa bagli olarak hiicreler hizli bir gelisme gostermis (kisa lag fazi) ve
450 rpm karistirma hizinda biyokiitle miktarinda (31.8 g/l, 30 saat) onemli bir artis
saglanmistir. Diger taraftan mTG aktiviteleri incelendiginde, 350 rpm karistirma hizinda
inkiibasyonun 40. saatinde en yiiksek aktivite degerine (2.88 Unite/ml) ulasilirken, 450
rpm karistirma hizinda aktivitede diisiis gézlemlenmistir. Arastiricilar, ylksek DO
degerlerinin hiicre gelisimini daha iyi tesvik ettigini fakat mTG iiretimi i¢in uygun
olmadigint belirmislerdir. Fermantasyon proseslerinde karistirma hizinin farklh
tiirbiilans ve kesme kuvvetleri olusturarak hem hiicre gelisimini hem de enzim iiretimini
etkiledigi bilinmektedir. Ayrica arastiricilar sabit karigtirma hizinda (350 rpm) hava akis
hizlarim1 degistirerek (0.75-2.0 v/v/dak) iki kademeli DO kontrol stratejisi ile mTG
tiretimini arttirmaya yonelik yaptiklar1 ¢alismada, hiicre kuru agirligint 31.5 g/l, mTG
aktivitesini ise 3.32 Unite/ml olarak belirlemisler ve enzim aktivitesinde ~%]15°lik bir

artis saglamislardir.

2.6.5. Mikrobiyal stres faktorleri

Stres aracili bir biyoproses biyolojik hedef verimliligini arttirmak i¢in tasarlanmig bir
diger stratejidir. Besiyeri bilesiminde bulunan karbon, azot veya fosfat gibi kaynaklarin
tikenmesi ile hiicre gelisimi kisitlanir ve bu sayede ikincil metabolitlerin iiretimi
saglanabilir. Stres faktorleri géz Oniinde bulundurularak olusturulan fermantasyon
sistemleri ile istenen metabolitin liretimi artirilabilir. Stres faktorleri arasinda, 1s11 sok
bakteriler gibi biyolojik hiicreler i¢in hassas ve yararl bir uyaricidir. Sicaklik, tuz, alkol
ve pH ikincil metabolit tiretimini etkileyen dnemli beslenme dis1 stres faktorlerindendir.
Mikrobiyal TG gibi ikincil metabolit olan antibiyotikler iizerine yapilmis ¢alismalarda
1s1l sok, alkol ve tuz uygulamasi gibi stres faktorlerinin tiretimi olumlu yonde etkiledigi

goriilmiistiir (Rigali ve ark., 2008).

Bacillus cinsine ait bakteri tiirleri besinsel yokluk, sicaklik ve nem degisiklikleri,
oksidatif stres, tuz konsantrasyonunda ani yiikselme gibi ani olumsuz c¢evresel
degisikliklere karst1 korunmak i¢in olduk¢a karmasik diizenleyici sistemler

gelistirmislerdir. Bacillus subtilis spor olusturarak, degradatif enzim ve/veya genel stres
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proteinleri sentezleyerek cevresel stres faktorlerine karsi cevap verebilmektedir. Bir
toprak bakterisi olan B. Subtilis 6zellikle tuz stresine karsi adaptasyon mekanizmalari
gelistirmistir. Bu diizenleyici mekanizmalar ¢ok sayida genin ifadesinde meydana gelen
degisimleri igermektedir. B. subtilis i¢in en az ii¢ ayr1 tuz stres uyarim mekanizmasi

bildirilmistir (Gabdrakhmanova ve ark., 2005).

Stres ortami genellikle bakteriyel hiicrelerin potansiyel davramisini agiga ¢ikarabilir.
Ozellikle 1s1 soklarm iyi bir uyaran oldugu bilinmektedir. Baz1 bakterilerde varoldugu
bilinen 1s1l sok proteinlerinin, proteinlerin yeniden katlanma ve translokasyonunda
onemli rolleri oldugu tanimlamistir. Reaktif oksijen tiirleri tarafindan indiiklenen
oksidatif stres de kapsamli olarak incelenmistir. Hidrojen peroksitin, antijen
reseptoriindeki sinyallemenin baslatilmasinda ve ¢ogaltilmasinda ikincil haberci olarak

onemli roller oynayabilecegi bildirilmistir (Ngo ve ark., 2009).

Isil sok stresinin, E. coli hiicrelerinde sitoplazmik B-galaktosidaz enziminin tiretimini
artirabildigi bildirilmistir (Umakoshi ve ark., 1998). Doull ve ark. (1994) poliketid bir
antibiyotik olan Jadomisin b sentezinin 1s1l sok veya etanol uygulamasi ile tetiklendigini
belirtmislerdir. Nakata ve ark. (1999)’nin Pseudomonas fluorescens s272’nin stres
faktorleri varliginda antibiyotik {iretimini inceledikleri ¢alismada, ortama stirekli etanol
eklendiginde yiiksek tuz konsantrasyonu igceren besiyerinde ve 1s1l soklarda antibiyotik
tiretiminin stres faktorii olmayan ortama gore daha yiiksek oldugunu tespit edilmistir.
Himabindu ve ark. (2007) gentamisin iiretiminde fermantasyon sirasinda 1sil sok ile
yiksek tuz ve etanol konsantrasyonu gibi stres faktorlerinin olumlu etki ettigini

belirlemislerdir.

2.7. Enzim Saflastirma Teknikleri

Enzimlerin saflik dereceleri kullanim alanina bagli olarak farkli derecelerde
olabilmektedir. Enzimlerin sahip oldugu bir¢ok fonksiyonel o6zellik ve 0Ozgiillik
enzimlerin dogal formlarindan kaynaklanmaktadir. Bu yapisal karakter pH, sicaklik,
iyonik siddet gibi bircok faktorden etkilenebilmektedir. Bu dogal yapinin korunmasi
icin izolasyon ve saflastirma basamaklarinda enzim yapisini koruyacak ilimh ve 6zel

yontemler secilmelidir. Enzimin ileri diizeyde saflastirilabilmesi i¢in ilk olarak hiicre
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parcalama, filtrasyon, santrifiijleme, tuz ile ¢Oktirme ve diyaliz islemlerinin
uygulanmas1 gerckmektedir. Daha ileri diizeyde saflastirmay1 saglayabilmek igin ise
bahsedilen islem basamaklarindan sonra kromotografik tekniklerin (jel filtrasyon, iyon
degistirme, adsorpsiyon, affinite vb.) kullanilmasi daha saf enzim {iretimine olanak

saglamaktadir (Ekren, 2013).

Notral tuzlarin ilavesiyle presipitasyon, proteinlerin fraksiyonlanarak ¢okeltilmelerinde
en ¢ok kullanilan yontemdir. Bu sekilde ¢oktiiriilen protein genellikle denatiirasyona
ugramadigindan, aktivite peletin geri ¢oziilmesi ile geri kazanilir. Protein ¢ozeltisine
cok miktarda notral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢ kisimlarinda yer alan
hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlar1 tarafindan uzaklastirilir. Bu
durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan etkilesimleri artar ve proteinler ¢oker.
Coktiirme isleminde bir¢cok avantaji nedeniyle en fazla kullanilan tuz, amonyum
stilfattir  ((NH4)2SO4). Amonyum siilfat proteinlerin denatiirasyon, proteoliz ve
bakteriyel kontaminasyona kars1 kararliligini korur. Ayrica, amonyum  siilfatin
¢Oziiniirliigl sicaklikla ¢cok az degisir (0-30°C) ve biiyiik miktarlarda ucuz bir sekilde saf
olarak temin edilebilir (Metin, 2007).

Aseton, etanol, metanol gibi organik ¢oziiciiler proteinlerin ¢oziiniirligiinii azaltarak
¢okmelerine yol agarlar. 10°C’nin iizerindeki sicakliklarda denatiirasyona hizlanacagi
icin islem genellikle sogukta (0-4°C) gergeklestirilir (Cui ve ark., 2007). Gida
endiistrisinde proteinlerin ¢oktiiriilmesi igleminde genellikle etanol kullanilir (Donnelly,
1987). Etanol kimyasal baglarin olusumu sirasinda suyla rekabet ederek proteinlerin su
tutma kapasitesini ve ortamin su aktivitesini (ay) degistirebilir (Lerici ve Manzocco,
2000). Sonug olarak, etanol varliginda enzim veya substrat proteininin konformasyonel
yapisinda degisimi meydana gelebilir. Dolayisiyla, etanoliin mTG etkinligi iizerindeki
etkisi Onemli karakterizasyondan biridir ve gida endiistrisinde uygulanmasi i¢in

yararhdir.

Mikrobiyal fitaz enziminin besiyerinden farkli amonyum siilfat doygunluklarinda
coktiiriilmesi ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, %40 doygunlukta saflagtirma katsayisi
0.048 ve verim %0.48; %60 doygunlukta 0.14 ve %0.5; %80 doygunlukta 0.39 ve %3.8;
%95 doygunlukta 1.6 ve %34 olarak bulunmustur. Ayni g¢alismada kromatografik
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saflagtirma basamaginda ise saflastirma katsayisi 73 ve verim ise %2.6 olarak
belirlenmistir (Ekren, 2013).

Ho ve ark. (2000) S. ladakanum ATCC 27441 susu ile 150 rpm ¢alkalamal1 inkiibatorde
tiretmis olduklart mTG enziminin saflastirllmasinda ilk olarak besiyeri membran
filtreden (0.22 pum) gecirilmis, daha sonra 24 saat boyunca sodyum asetat tamponunda
(50 mM, pH 5.5) diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz edilen 6rnek (filtrat)
kromatografik olarak 6énce CM Sepharose CL-6B kolon kullanilarak, daha sonra ise
Blue Sepharose Fast Flow kolon kullanilarak kademeli ve lineer gradient eliisyon
metotlart ile saflagtirillmigtir. Saflastirilan 6rnekler son olarak ultrafiltrasyon (Amicon)
tiplerinde konsantre edilmistir. Arastiricilar lineer gradient metodunu kullanarak
kromatografide gerceklestirdikleri saflastirma islemleri sonucunda saflagtirma
katsayisini 14.4, verimi %68.4 ve spesifik aktivite degerini 21.7 Unite/mg olarak
belirlemiglerdir. Kademeli eliisyon metodu ile gergeklestirdikleri saflastirma isleminde
ise saflastirma katsayisin1 13.6, verimi %81 ve spesifik aktiviteyi 32.7 Unite/mg

degerlerinde elde etmislerdir.

Cui ve ark. (2007) S. hygroscopicus WSHO03-13 susundan firettikleri mTG enziminin
besiyerinden saflagtirilmasi asamasinda etanol presipitasyonu ve kromatografik
yontemleri kullanmiglardir. Yaptiklar1 ¢alismada alkol ile ¢oktiirme isleminde filtre
edilmis besiyeri icerisine (%2 w/v protein) son etanol konsantrasyonu %70 (v/v) olacak
sekilde soguk alkol ilave ederek bir gece +4°C’de bekletmigler ve 10000 g’de 20 dakika
santrifiij uygulayarak elde ettikleri kismi saf enzim ¢dzeltisini bir gece diyaliz islemine
tabi tutmuslardir. Kromatografik saflastirma asamasinda ise kismi saf enzim ¢6zeltisi
sirasiyla CM-seliilloz ve Saphadex G-75 kolonlar1 kullanilarak safsizlik unsurlarindan
arindirilmistir. Aragtiricilar yaptiklari bu calismada enzim {iretimini gerceklestirdikleri
besiyerinde (0.25 Unite/mg protein) proteinlerin alkol ile ¢oktiiriilmesi asamasinda
mTG enzimi i¢in yaklasik %85 verim ve 2 kathik bir saflastirma etkinligi elde
etmiglerdir. Kromatografik saflastirma basamaklarinda ise CM-seliiloz kolonunda
verimi %57.7 ve saflastirma katsayisin1 25 olarak, Sephadex G-75 kolonunda ise verimi
%21.1 ve saflagtirma katsayisint 30 olarak elde etmislerdir. Yapilan bu calismada

kromatografik saflastirma basamaklarinin 6zellikle kismi saflagtirllmig enzim
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cozeltilerinde mTG enzimi digindaki diger protein safsizliklarinin elemine edilmesinde

etkin bir yontem oldugu bildirilmistir.

Topraktan izole ettikleri Streptoverticillium S-8112 susunu kullanilarak sivi besiyerinde
mTG enzim {iretimini gerceklestiren Ando ve ark. (1989) ultrafiltrasyon teknigi
kullanarak konsantre ettikleri sivida %92 verim elde ederlerken, kromatografik

tekniklerde ise en yiiksek %73 verim degerine ulasabilmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Mikrobiyal transglutaminaz (mTG) enzim liretimi amaci ile iiretici tlirler arasinda yer
alan Streptomyces mobaraensis NRRL B-3729, Streptomyces ladakanum NRRL ISP-
5587, Streptomyces lividans NRRL B-12275, Streptomyces sioyaensis NRRL B-5408,
Streptomyces platensis NRRL B-5486 ve Streptomyces hygroscopicus ISP-5578 bakteri
tirleri Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi (USDA), Tarimsal Arastirma
Merkezi’nden (ARS) liyofilize kuru toz formda temin edilmistir. Transglutaminaz
enzim aktivitesinin belirlenmesinde substrat olarak kullanilan N-Benziloksikarbonil-L-
Glutaminglisin (Z-GIn-Gly) peptidi ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. Diger kimyasallar (hidroksilamin, FeCls, glutation, r-glutamik asit, y-
monohidroksimat) ve besiyeri bilesenleri ise ¢esitli firmalardan (Sigma, Merck) temin

edilmistir.

Mikroorganizmanin aktiflestirilmesi, enzim iiretimi, enzimin kismi saflastirilmast ve
karakterizasyonu calismalari Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Gida Miihendisligi

Boliimii Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Streptomyces tiirlerinin aktiflestirilmesi, saflik kontrolleri ve muhafazalar:

Liyofilize olarak laboratuvara getirilen bakteri Kkiiltiirlerinin canlandirilmast ve
aktiflestirilmesi amaci ile DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, GmbH) katalogunda belirtilen prosediir dogrultusunda kiiltiirlerin
aktiflestirilme islemleri, 4 g/l glukoz, 4 g/l maya ekstrakti, 10 g/l malt ekstrakt1 bilesime
sahip pH 7.2’ye (WTW Inolab pH7110) ayarlanmis “GYM Streptomyces s1v1 besiyeri”
kullanilarak gerceklestirilmistir (Anonim, 2017). Besiyerinin sterilizasyon iglemleri ise
otoklavda (HMC hv-851) 121°C’de (15 dak) yapilmistir. Ekim kabini igerisinde (Esco
classic 2 BSC, Singapur) aseptik sartlarda liyofilize bakteri kiiltiirlerinin bulundugu cam
tipler kirilarak GYM Streptomyces sivi besiyerine aktarilmig ve 30°C’de 24 saat
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boyunca aktiflesmeleri igin statik inkiibasyona (Binder BD-53, Almanya)
birakilmiglardir. Daha sonra bulaniklik ve misel yapilar olusan tiiplerden 1 ml alinarak
tekrar aymi steril sivi besiyerine inokiilasyonlar1 gergeklestirilmis ve calkalamali
inkiibatorde (30°C, 200 rpm) (Edmund Biihler GmbH KS-15, TH-15, Almanya)
gelistirilen mikroorganizmalarin adaptasyonu saglanmistir. Bu iglemler her 5 giinde bir
tekrar edilerek ¢alismalarda kullanilmak tizere aktif bakteri kiiltirlerinin siirekli olarak

muhafazasi saglanmistir.

Aktiflestirilen kiiltiirlerin saflik kontrollerinin yapilmas: amaci ile DSMZ besiyeri
katalogunda belirtilen “GYM Streptomyces Kati Besiyeri” (0.8 g/l glukoz, 2 g/l maya
ekstrakti, 0.8 g/l malt ekstrakti, 0.4 g/l CaCOgs, 2.4 g/l agar; pH 7.2) kullanilmustir.
Aktiflestirilmis GYM siv1 besiyerindeki bakteri kiiltiirlerinden 6ze yardimu ile petrilere
stirme plak yontemiyle ekilen kiiltiirler 30°C’de yaklasik 72 saat koloni olusumu
gozlemlenene kadar inkiibasyona birakilmistir. Kati besiyerinde gelistirilen
Streptomyces tiirlerinin hiicre morfolojileri mikroskop altinda incelenmek lizere, kati
besiyerindeki Streptomyces kolonilerinden 6ze ile alinmis, saf su ile seyreltilerek lam
tizerine yayildiktan sonra, lizeri lamel ile kapatilarak mikroskopta (Leica-objektif, 100x)

hiicre morfolojileri gozlenmistir (Halkman, 2005).

Bakteri kiiltiirlerinin Gram reaksiyonlarin1 belirlemek {izere GYM besiyerinde
aktiflestirilmis tiim Streptomyces suslarina Gram boyama islemi uygulanmistir. Gram
boyama setinin (Merck, Germany) iizerinde belirtilen talimatlar dogrultusunda boyama
islemi gergeklestirilmistir. Gram boyama testinde 18-24 saatlik taze kiiltiirlerden aseptik
kosullarda bir 6ze dolusu lam iizerine alinarak damitik su ile seyreltilmis ve oda
sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Kuruyan ornekler bek alevinden gegirilerek fikse
edildikten sonra boyama islemine gecilmistir. Boyama isleminde hazirlanan preparatin
tizerine ilk olarak kristal viyole ¢6zeltisi damlatilarak 1 dakika ve sonrasinda lugol
¢Ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletilmistir. Bu islemler sonrast 5 saniye damitik su ile
yikanan preparat renk giderme amaci ile tizerine etil alkol (%96, Teksol) damlatilarak
15-30 s bekletilmistir. Damitik su ile tekrar 5 s yikanan 6rnegin {izerine karsit boya olan
safranin damlatilmis (40-45 s) ve su ile yikanan Ornekler oda sicakliginda havada

kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlarin {izerine immersiyon yagi damlatilarak
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100X objektifte mikroskop altinda kiiltiirlerin Gram reaksiyonlar1 belirlenmistir
(Halkman, 2005).

Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi amaci ile GYM kat1 besiyerine siirme plak yontemiyle
olusturulan tek kolonilerden 6ze ile alinarak 30 ml’lik GYM s1vi besiyerine aktarilmis
ve 30°C’de 2-4 giin inkiibe edildikten sonra gelisen aktif kiiltiirler 6000 rpm’de 7 dakika
santrifiijlenmistir (Hettich EBA 21, Almanya). Elde edilen bakteri ¢okeltileri iizerine
belirli miktarda steril GYM sivi besiyeri ilave edilmis ve bdylece konsantre bakteri
siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Toplam hacmin %30’u (v/v) gliserol olacak sekilde,
bakteri siispansiyonuna steril kosullarda gliserol ilave edilerek, 1 ml’lik kriyotiiplere
siispansiyonlar dagitilmistir. Kiiltiirlerin uzun siireli muhafazasi amaci ile hazirlanan

stok kiiltiirler -65°C’de (Thermo Electron ULT) depolanmistir (Lages ve ark., 1999).

3.2.2. Mikrobiyal TG enzim aktivitesinin belirlenmesi

Transglutaminaz enzim aktivitesi, enzimin spesifik bir substrat1 olan Z-GIn-Gly peptidi
ve hidroksilamin arasindaki reaksiyon sunucu olusan hidroksimat miktarinin
spektrofotometrik olarak 6lc¢lilmesi prensibine dayanan hidroksimat metodu kullanilarak
belirlenmistir (Folk ve Cole, 1965). Bu amagla, 100 ul enzim ¢ozeltisi iizerine 200 pl
200 mM Tris-HCI (pH 6.0), 25 pl 12.5 mM glutation, 25 pl 125 mM hidroksilamin ve
75 ul 37.5 mM Z-GIn-Gly ¢ozeltileri sirasiyla eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda enzimatik reaksiyonun durdurulmasi ve renk
olusumu i¢in reaksiyon ortamina 425 pul (%15 TCA- %5 FeCls) ¢ozeltisi ilave edilmis
ve 11000 rpm’de 5 dakika santrifiij (Hettich Micro 200, Almanya) islemi uygulanan
orneklerin iist fazlarinin spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ 201, ABD) 525
nm’deki absorbanslar1 belirlenmistir. Enzim aktivitesi Ol¢limiinde standart kurvenin
(Sekil 3.1) olusturulmasinda; hazirlanan standart ¢6zelti (0-1.20 pmol rL-glutamik asit y-
monohidroksimat) dillisyonlarina standart enzim aktivitesi belirleme prosediirii
uygulanarak, spektrofotometrede 525 nm’de absorbans degerleri okunmustur.
Hazirlanan r-glutamik asit y-monohidroksimat konsantrasyonlarina karsilik gelen
absorbsiyonlarin grafiginden elde edilen dogrunun denklemi ile analize alinan
orneklerdeki r-glutamik asit y-monohidroksimat (pumol) miktart belirlenmistir. TG
enziminin Unitesi (U); reaksiyon ortaminda (pH 6.0) 37°C’de 1 dakikada 1.0 pmol
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hidroksimat agiga ¢ikaran enzimin miktart olarak tanimlanmistir (Bourneow ve ark.,
2012; Estevinho ve ark., 2013). Enzim aktivitesinin belirlenmesinde substratlar ve
enzim icin uygun sahit ¢ozeltiler kullanilmis ve enzim aktivitesi Unite/ml (U/ml) enzim

cozeltisi olarak hesap edilmistir.
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Sekil 3.1. L-glutamik asit y-monohidroksimat i¢in standart kurve grafigi

3.2.3. Toplam protein miktarinin ve mTG enziminin spesifik aktivitesinin

belirlenmesi

Spesifik enzim aktivitesinin ve saflastirma basamaklarindaki protein geri kazanim
oranlarmin belirlenebilmesi amact ile sivi Orneklerdeki protein miktarr, modifiye
edilmis Bradford (1976) protein tayin yontemine gore Olciilmiistiir. Bradford boya
¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in; 50 mg Brilliant blue G-250 tartilarak 50 ml saf metanol
igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve sonra tlizerine 100 ml %85’lik (w/v) H3POy ilave edilerek
karigim saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. Hazirlanan Bradford boya ¢ozeltisi +4°C’de
karanlik bir ortamda depolanarak, analiz sirasinda filtre kagidi (Whatman No:1) ile
siiziilerek kullanilmigtir. Orneklerde protein miktarinin belirlenmesi asamasinda 300 pl
enzim ¢oOzeltisi alinarak 700 pl Bradford boya cozeltisi ile vortekste karigtirilmis,
spektrofotometrede 595 nm’de absorbanslar1 Olcililmiistiir. Standart kurvenin
olusturulmasinda, Bovine Serum Albumin (BSA) stok ¢ozeltisinden (0.1 g/100 ml)
farkl1 konsantrasyon araliklarinda (0-50 pg/ml) hazirlanan diliisyonlar kullanilmistir.
BSA standart grafiginden elde edilen denklem ile Orneklerdeki protein igerigi
hesaplanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Bovine Serum Albumin (BSA) i¢in standart kurve grafigi

Protein miktar1 belirlenen Orneklerin, spesifik enzim aktivitesinin (U/g protein)

hesaplanmasinda ise Esitlik 3.1 kullanilmistir (Zhang ve ark., 2012a).

Enzim aktivitesi (U/ml)
Protein miktar1 (g protein/ml)

Spesifik enzim aktivitesi (U/g protein)= (3.1)

3.2.4. Kiiltiir ortaminda biyokiitle agirh@inin belirlenmesi

Mikrobiyal TG diretimlerinde fermantasyon ortaminda gelisen hiicrelerin ve olusan
misellerin kuru agirliginin belirlenmesi amaciyla, fermantasyon ortamindan alinan sivi
besiyeri ornekleri (1 ml), daras1 alinmis Ependorf tiipleri (G1) igerisine konarak 11000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve sivi faz uzaklastirildiktan sonra ¢okelti 1 ml saf su
ile yikanarak tekrar santrifiij islemine tabi tutulmustur. Yikama islemi iki kez
tekrarlandiktan sonra sivi faz uzaklastirilarak, hiicre ¢okeltilerini iceren tiipler 105°C’de
sabit tartima gelene kadar etiivde (Memmert M100-800, Almanya) kurutulmus ve
tartilmistir (G2). Fermantasyon sivisindaki biyokiitle miktar1 Esitlik 3.2 kullanilarak
hesaplanmistir (Zhu ve ark., 1996; Zheng ve ark., 2002a; Zhang ve ark., 2012b; Zhang
ve ark., 2012c).
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3.2.5. Inkiibasyon sicakligi, besiyeri bilesimi ve baslangic pH degerinin enzim

uretimine etkisinin belirlenmesi

Mikrobiyal TG enzim f{ireticisi olarak segilen kiiltiirlerin enzim aktivitesine besiyeri
bilesiminin (karbon ve azot), farkli inkiibasyon sicakliklarinin (20, 30, 40°C), farkl
besiyeri baslangic pH degerlerinin (pH 6.0, 7.0, 8.0) etkilerinin belirlenmesi amaci ile
maksimum enzim aktivitesinin elde edildigi besiyeri, sicaklik ve pH sartlarn
belirlenmistir (Bahrim ve ark., 2010; Bourneow ve ark., 2012). En yiiksek enzim
aktivitesinin elde edilmesi amaci ile iiretim kosullart (besiyeri baslangic pH’si,
inkiibasyon sicakligl) ve besiyeri bilesenleri degistirilerek ti¢ farkli bakteri kiiltiirti (S.
ladakanum, S. mobaraensis, S. lividans) ile hazirlanan deneme plan1 Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Enzim tiretiminin artirtlmasi i¢in hazirlanan deneme plani

Deneme Deneme

No Kiiltiir Sicaklik (°C) pH  Besiyeri No Kiiltiir Sicaklik (°C)  pH  Besiyeri
1 S. ladakanum 20 6 GNB 28 S.mobaraensis 30 6 MIX
2 S. ladakanum 20 7 GNB 29 S.mobaraensis 30 7 MIX
3 S. ladakanum 20 8 GNB 30 S.mobaraensis 30 8 MIX
4 S. ladakanum 20 6 MIX 31 S. lividans 30 6 GNB
5 S. ladakanum 20 7 MIX 32 S. lividans 30 7 GNB
6 S. ladakanum 20 8 MIX 33 S. lividans 30 8 GNB
7 S.mobaraensis 20 6 GNB 34 S. lividans 30 6 MIX
8 S.mobaraensis 20 7 GNB 35 S. lividans 30 7 MIX
9 S.mobaraensis 20 8 GNB 36 S. lividans 30 8 MIX
10 S.mobaraensis 20 6 MIX 37 S. ladakanum 40 6 GNB
11 S.mobaraensis 20 7 MIX 38 S. ladakanum 40 7 GNB
12 S.mobaraensis 20 8 MIX 39 S. ladakanum 40 8 GNB
13 S. lividans 20 6 GNB 40 S. ladakanum 40 6 MIX
14 S. lividans 20 7 GNB 41 S. ladakanum 40 7 MIX
15 S. lividans 20 8 GNB 42 S. ladakanum 40 8 MIX
16 S. lividans 20 6 MIX 43 S.mobaraensis 40 6 GNB
17 S. lividans 20 7 MIX 44 S.mobaraensis 40 7 GNB
18 S. lividans 20 8 MIX 45 S.mobaraensis 40 8 GNB
19 S. ladakanum 30 6 GNB 46 S.mobaraensis 40 6 MIX
20 S. ladakanum 30 7 GNB 47 S.mobaraensis 40 7 MIX
21 S. ladakanum 30 8 GNB 48 S.mobaraensis 40 8 MIX
22 S. ladakanum 30 6 MIX 49 S. lividans 40 6 GNB
23 S. ladakanum 30 7 MIX 50 S. lividans 40 7 GNB
24 S. ladakanum 30 8 MIX 51 S. lividans 40 8 GNB
25 S.mobaraensis 30 6 GNB 52 S. lividans 40 6 MIX
26 S.mobaraensis 30 7 GNB 53 S. lividans 40 7 MIX
27 S.mobaraensis 30 8 GNB 54 S. lividans 40 8 MIX

GNB: Glukoz-Nisasta bazli besiyeri, MIX: Glukoz-Nisasta—Soya bazli besiyeri
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Enzim {iiretiminin arttirtlmas: amaci ile, kullanilan iki farkli besiyeri (GNB ve MIX)
belirtilen baslangi¢c pH degerlerine (pH 6.0, 7.0 ve 8.0) ayarlandiktan sonra 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilerek S. ladakanum, S. mobaraensis ve S. lividans aktif
kiiltiirleri ile %1 oraninda inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda (20, 30 ve 40°C) klasik
(statik) inkiibatorde 30 ml’lik tiipler igerisinde iki tekerriirlii olarak 28 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir (Macedo ve ark., 2007; Cui ve ark., 2007). Inkiibasyon
siiresince belirli zaman araliklarinda steril olarak besiyerlerinden 6rnek alinmis ve
hidroksimat metodu ile enzim aktiviteleri (U/ml) belirlenmis ve protein miktarlari
tizerinden de spesifik aktiviteleri (U/g protein) hesaplanmistir. Kullanilan GNB ve MIX

besiyerlerinin bilesimleri Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. GNB ve MIX siv1 besiyeri bilesimleri

GNB s1vi besiyeri (Macedo ve ark., 2007) MIX s1v1 besiyeri (Cui ve ark., 2007)
Bilesen Miktar (%, wiv) Bilesen Miktar (%, wiv)
Nisasta 15 Nisasta 0.5
Glukoz 5.0 Glukoz 0.5
Pepton 15 Gliserol 1.0

Maya ekstrakti 0.4 Pepton 15
MgSO, 0.2 Soya unu 2.0
K,HPO, 0.2 Maya ekstrakt1 0.5

MgSO, 0.2
K,HPO, 0.2
KH,PO, 0.2
CaCO, 0.5

3.2.6. Calkalamah (orbital) inkiibasyonun enzim iiretimine etkisinin belirlenmesi

En yiiksek enzim aktivitesine ulagilan {iretim sartlarinda (pH, sicaklik, besiyeri) S.
mobaraensis kiiltiirii ile enzim aktivitesinde artiy saglanmasi ve enzim f{retimine
calkalama isleminin etkisinin incelenmesi amaciyla, baslangic pH’s1 6.0 olacak sekilde
hazirlanan 100 ml’lik steril GNB besiyerine %1 (v/v) oraninda, GYM besiyerinde (pH
7.2) 48 saat siiresince aktiflestirilmis S. mobaraensis kiiltiirii inokiile edilerek
calkalamali inkiibatorde iki tekerriirlii olarak 100, 150 ve 200 rpm karistirma hizlarinda
enzim tiretimleri gerceklestirilmistir. 250 ml’lik erlen icerisinde 30°C’de 10 giin

boyunca gergeklestirilen inkiibasyonlarda her 2 giinde bir steril ortamda besiyerinden
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ornekler alinarak enzim aktiviteleri (U/ml), protein miktarlar1 ve spesifik aktivite

degerleri (U/g protein) belirlenmistir (Portilla-Rivera ve ark., 2009).

3.2.7. Kontrollii fermantasyon Kkosullarimin ve radyal Kkaristirmanin enzim

uretimine etkisinin belirlenmesi

GNB siv1 besiyerinde kontrollii fermantasyon sartlarinda mTG aktivitesinin artirilmasi
amaciyla; belirlenen optimum kosullarda (30°C, pH 6.0), fermentorde farkli karistirma
hizlariin ve havalandirma oranlarinin enzim aktivitesine etkisi incelenmistir (Yan ve
ark., 2005). Bu amagla GYM besiyerinde aktiflestirilmis S. mobaraensis kiiltiirii ile %1
(v/v) oraninda inokiile edilmis 700 ml GNB siv1 besiyeri (pH 6.0) 1 litrelik fermentor
sistemi (LiFlus GX, Biotron, Inc., ABD, Sekil 3.3) igerisinde sabit sicaklikta (30°C)
200, 400, 500, 600, 800 ve 1000 rpm radyal karistirma hizlarinda 5 giin siire ile iki

tekerrirlii olarak fermantasyona birakilmistir.

Fermantasyon siiresince besiyeri pH’s1 0.1 N HCI ve 0.1 N NaOH, sicaklik ise su
sirkiilasyon sistemi ile otomatik olarak sabit tutulmus ve ortama siirekli olarak 10
cm®/dak steril hava verilmistir. Fermantasyon esnasinda kopiik olusumunu engellemek
icin kopiik kirict madde sisteme ilave edilmistir. Ayrica sabit karistirma hizinda (500
rpm) hava akis hizinin mTG {iretimine etkisini belirlemek i¢in de, 2, 6 ve 10 cm®/dak

hava akis hizlarinda enzim tiretimleri gergeklestirilmistir.

Fermentorden her 24 saatte aseptik sartlarda ornek alinarak enzim aktivitesi (U/ml —
U/g protein) degerleri hidroksimat yontemine gore, protein miktar1 Bradford yontemine

gore, biyokiitle miktar1 (g biyokiitle/l) ise gravimetrik olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Kontrollii ve radyal karistirmali ferment6r sistemi
3.2.8. Mikrobiyal stres faktorlerinin enzim iiretimine etkilerinin belirlenmesi

Baz1 stres faktorlerinin mTG enzim {iretimine etkilerinin belirlenmesi amaciyla,
maksimum enzim iliretiminin gergeklestirildigi calkalamali inkiibasyon sartlarinda (150
rpm, 30°C, pH 6.0), ani sicaklik soku, bazi tuzlar ve kimyasallar, alkoller ve proteolitik

enzimler stres faktorleri olarak denenmistir.

Sicaklik stresi

Bu amagla baslangic pH’s1 6.0 olacak sekilde hazirlanan 100 ml’lik steril GNB
besiyerine %1 (v/v) oraninda GYM besiyerinde aktiflestirilmis S. mobaraensis kiiltiirii
inokiile edilerek calkalamali inkiibatorde (150 rpm) iki tekerriirlii olarak 10 giin
boyunca 30°C’de enzim iiretimleri gergeklestirilmistir. Ani sicaklik soku i¢in inokiile
edilmis besiyerleri, inkiibasyonun 3. giinliinde su banyosunda 50 ve 60°C’de 1 ve 5
dakika tutulduktan sonra sicakliklari hizli bir sekilde tekrar 30°C’ye disiiriilerek
inkiibasyona kaldig1 yerden devam edilmistir (Zhang ve ark., 2012b). Kontrol olarak
sicaklik soku uygulanmamis Ornek kullanilmistir. Inkiibasyon siiresince belirli
araliklarla steril ortamda Ornek alinarak besiyerinde enzim aktiviteleri (U/ml), spesifik

aktivite (U/g protein) ve biyokiitle miktar1 (g biyokiitle/l) belirlenmistir.
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Alkol stresi

Steril GNB s1v1 besiyerine (pH 6.0) inkiibasyon baglamadan once aseptik sartlarda %1
ve %2 (v/v) olacak sekilde etanol ve metanol ilave edildikten sonra S. mobaraensis susu
ile inokiile edilen kiiltiirler c¢alkalamali (150 rpm) inkiibatérde 30°C’de 10 giin
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince belirli araliklarla steril ortamda &rnek
alinarak besiyerinde enzim aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein) ve biyokiitle
miktar1 (g biyokiitle/l) belirlenmis ve alkol ilave edilmemis kontrol ornegi ile

kiyaslanmistir (Zhang ve ark., 2012b).

Tuz ve kimyasal stresi

GNB s1v1 besiyeri (pH 6.0) igerisine fermantasyon baslamadan 6nce 0.05, 0.10 ve 0.20
mol/l olacak sekilde NaCl, MgCl,, KCI, Na,SO, tuzlari; 0.04-0.1 g/l olacak sekilde
EDTA (Zhang ve ark., 2012b) ve 0.1-1.0 ug/ml olacak sekilde H,O, (Lee ve ark., 1993)
ilave edilmistir. Kimyasal madde ilave edilen besiyerleri benzer sekilde calkalamali
inkiibatorde 10 giin inkiibasyona birakilarak, belirli araliklarla alinan 6rneklerde enzim
aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein) ve biyokiitle miktar1 (g biyokiitle/l)

belirlenmistir.

Proteolitik enzim stresi

Proteolitik enzim stresinin mTG aktivitesine etkisinin belirlenmesi amaci ile, mebran
filtrasyonu (0.22 um) ile sterilize edilmis tripsin (Merck, 1.0835) ve pepsin (Merck,
1.07185), konsantrasyonlar1 3 mg/ml olacak sekilde GNB besiyerlerine ilave edilmistir.
Proteolitik enzimler, birinci gruba inkiibasyonun baslangicinda (0. giin) diger gruba ise
inkiibasyonun 2. giinlinde ilave edilmistir. Enzim ilave edilmeyen kiiltiir ortami ise
kontrol grubu olarak kullanilmistir. 10 giinliik inkiibasyon siiresince belirli araliklarla
ornek alinarak kiiltiir ortaminin enzim aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein)
ve biyokiitle miktari (g biyokiitle/l) belirlenmistir (Kimura ve ark., 2006, Musikasang ve
ark., 2009).
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3.2.9. Mikrobiyal TG enziminin kismi saflastirilmasi

GYM besiyerinde aktiflestirilmis taze S. mobaraensis kiltiiri ile %1 (v/v) oraninda
inokiile edilmis GNB sivi besiyerinde (pH 6.0), 30°C’de gergeklestirilen klasik
inkiibasyon ile enzim saflagtirma islemlerinde kullanilacak olan ham mTG enzim sivist
tiretimi  gergeklestirilmistir. Sivi  besiyerindeki proteinlerin (enzimlerin) kismi
saflagtirllmast amaci ile amonyum siilfat ve etil alkolle ¢oktirme islemleri
uygulanmistir. Coktiirme sartlar1 belirlendikten sonra enzim ¢ozeltisinin protein harici
kalintilarindan (safsizliklardan) uzaklastirilmast amaci ile saflastirma basamagina
diyaliz islemi ile devam edilmistir. Mikrobiyal TG enzimi igeren besiyerinin kismi
saflagtirma islemlerine hazirlanmasi i¢in inkiibasyon sonunda besiyerine %0.1 (v/Vv)
oraninda Tween 80 (Merck, 81706) ilave edilerek 2 saat siire ile manyetik karistiricida
(Daihan Scientific MSH-20D) karistirtlmigtir. Daha sonra sivi besiyeri 7000 rpm’de 30
dakika santrifiijlenerek biyokiitle uzaklastirilmis ve sivi iist faz (ham enzim ¢ozeltisi)
kismi saflastirmalarda kullanilmak tizere toplanmistir. Enzim kismi saflagtirma islemleri
bu ham enzim sivisinda +4°C’de gerceklestirilmistir (Bourneow ve ark., 2012). Kismi
saflagtirma siiresince elde edilen fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri daha 6nce
belirtilen standart kosullarda yapilmistir ve elde edilen verilerden saflastirma tablolari

olusturulmustur.

Amonyum Siilfat [(NH,)4SO,] ile Coktiirme

Siv1 besiyerindeki enzim proteininin (mTG) maksimum oranda geri kazaniminin
saglandig1 ve aktivitenin en 1yi korundugu ¢oktiirme sartlarinin belirlenebilmesi amaci
ile farkli tuz doygunluk konsantrasyonlarinda (%60-90) ve siirelerde (1-6 saat)
amonyum siilfat ile ¢oktiirme iglemi yapilmistir (Ekren, 2013). Elde edilen ham enzim
stvisindaki proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaci ile, tiiplere alinan 6rneklere (10 ml) farkl
doygunluk oranlarinda (%60, 70, 80 ve 90) amonyum siilfat tuzu ilave edilerek tuzun
¢Oziinmesi i¢in 15 dakika boyunca tiipler vorteks ile karistirilmis ve her bir tiip
belirlenen stirelerde (1, 2, 3, 4 ve 6 saat) proteinlerin c¢okelmesi i¢in +4°C’de
bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler 6000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek siv1 faz
uzaklastirilmis ve c¢okeltiler ilk hacimlerine (10 ml) 200 mM Tris-HCI (pH 6.0)

tamponu ilave edilerek tamamlanmistir. Tuzla ¢oktiirme denemelerinde ¢Oktiirme
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islemlerinin etkinliginin belirlenebilmesi igin, iglem sonrasi tampon ile tamamlanmis
ornekler ile ¢oktiirme oncesi drneklerde enzim aktivitesi (U/ml), protein miktar1 (pug/ml)
ve spesifik aktivite (U/g protein) degerleri belirlenmistir. Islem sonrasi verim (%) ve
saflastirma katsayist degerleri Esitlik 3.3 ve Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmistir. Tiim
denemeler iki tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

Coktiirme sonrasi enzim aktivitesi (U/ml)

Verim (%)= 1 .
erim (%) Baslangi¢ ¢ozelti enzim aktivitesi (U/ml) «100 (3-3)

Coktiirme sonrasi spesifik aktivite (U/g protein)

Saflagtirma katsayisi= 3.4

Baslangic ¢ozelti spesifik aktivitesi (U/g protein)
Amonyum siilfat ile ¢oktiirme sartlar1 belirlendikten sonra, ham enzim ¢ozeltisinde iki
kademeli tuzla ¢Oktiirme isleminin etkisi de arastirilmistir. Bu amacla hazirlanan enzim
stvist (10 ml) ilk olarak %30 doygunlukta amonyum siilfat tuzu ile 1 saat ¢oktiirme
islemine tabi tutulmus ve daha sonra 6000 rpm’de 60 dakika santrifiij islemi
uygulanarak ¢okelti uzaklastirilmistir. Sivi fazin lizerine toplam tuz doygunlugu %90 (1
saat) ve %80 (2 saat) olacak sekilde tekrar tuz ilave edilerek ¢oktiirme islemi belirtilen
strelerde uygulanmigtir. Coktlirme sonrast tiipler 6000 rpm’de 60 dakika
santrifiijlenerek elde edilen ¢okelti 200 mM Tris-HCIl (pH 6.0) tamponu ile ilk
hacimlerine tamamlanmstir. Iki kademeli ¢oktiirme islemlerinin enzim aktivitesine ve
verime etkilerini belirlemek i¢in benzer sekilde orneklerde islem sonrasi verim (%) ve

saflagtirma katsayis1 degerleri hesaplanmstir.

Etil alkol ile ¢cOktiirme

Ham enzim sivisindaki proteinlerin etil alkol ile ¢oktiiriilerek konsantre edilmesi i¢in,
¢Ozeltinin son etil alkol konsantrasyonu %50, 60, 70 ve 80 (v/v) olacak sekilde
sogutulmus (-17°C) saf etil alkol yavas bir sekilde ilave edilmis ve 1, 2, 3, 4 ve 6 saat
stirelerinde +4°C’de tutularak proteinlerin ¢oktiiriilmesi gergeklestirilmistir (Cui ve ark.,
2007). Tipler daha sonra +4°C’de 6000 rpm’de 60 dakika santrifiij edilerek protein
¢okeltisi elde edilmistir. Coken proteinler daha sonra ilk hacimlerine 200 mM Tris-HCI
(pH 6.0) tamponu ilave edilerek tamamlanmis ve enzim aktivitesi (U/ml) degerleri

Olciilmiistiir. Alkol ile ¢oktlirme denemelerinde ¢oktliirme islemlerinin etkinliginin
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belirlenebilmesi i¢in islem sonrasi tampon ile tamamlanmig orneklerde ve c¢oktiirme
oncesi Orneklerde enzim aktivitesi (U/ml), protein miktar1 (ug/ml) ve spesifik aktivite
(U/g protein) degerleri belirlenmistir. islem sonras1 verim (%) ve saflastirma katsayisi
degerleri Esitlik 3.3 ve Esitlik 3.4 kullanilarak hesaplanmistir. Tiim denemeler iki

tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Diyaliz islemi

Amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemlerinde belirlenen uygun kosullarda gerceklestirilen
kismi saflastirilmis ¢okeltilerdeki tuzlarin ve kiiclik molekiillerin uzaklastirilarak daha
saf bir enzim elde edilmesini saglamak amaci ile diyaliz islemi uygulanmistir. Diyaliz
islemleri icin iki farkli teknik (ultra-filtrasyon tiipii ve diyaliz torbasi) denenmis ve en

uygun diyaliz yontemi ve sartlar1 belirlenmeye ¢alisiimistir.

Ik olarak tuzla ¢oktiiriilmiis 6rneklerde diyaliz islemi ultra-filtrasyon tiipleri (Merck
Amicon Ultra-15, 10 kDa cut-off) kullanilarak gergeklestirilmistir (Nagy ve Szakacs,
2008). Ultra-filtrasyon teknigi ile gergeklestirilen diyaliz isleminin etkinligini
belirlemek amaci ile daha 6nce belirlenen amonyum siilfat ¢oktiirme sartlarinda kismi
saflagtirma islemleri gergeklestirilerek elde edilen ¢okelti ilk hacmine (10 ml) 200 mM
Tris-HC1 tamponu (pH 6.0) ile tamamlanmustir. Enzim ¢o6zeltisi ultra-filtrasyon
tiiplerine konarak (10 ml) 9000 rpm’de +4°C’de 40 dakika santrifiij islemine birakilmis
ve tiiplerin iist kisminda toplanan konsantratin (500 pl) hacmi ilk hacmine 200 mM
Tris-HCI ile tamamlanmigtir. Tiim islem basamaklarinda elde edilen ¢6zeltilerde enzim
aktivitesi (U/ml), toplam protein miktar1 (ug/ml) ve spesifik aktivite (U/g protein)
degerleri belirlenerek ultra-filtrasyon islemlerindeki saflagtirma katsayisi ve verim (%)

degerleri hesaplanmustir.

Diyaliz islem basamagi olarak ayrica klasik diyaliz torbasinin kullanildigi yontem de
denenmistir (Cui ve ark., 2007; Bourneow ve ark., 2012). Bu islem i¢in amonyum siilfat
ile ¢oktiiriilerek elde edilen ¢okeltiler uygun hacimde saf su ile ¢oziindiiriildiikten sonra
diyaliz torbasina (Sigma, seliiloz membran 49 mm ¢ap, 14 kDa cut off) alinip her iki

ucu kiskaclar yardimiyla sikica kapatilmistir. Diyaliz torbalarinin saf su igerisinde
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+4°C’de manyetik karistirict ile diyaliz siiresince karigmasi saglanmis ve her saat

basinda tampon olarak kullanilan saf su degistirilmistir.

3.2.10. Kismi saflastirilmis mTG enziminin karakterizasyonu

Enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi (SDS-PAGE elektroforez)

Kismi saflastirilmis mTG enziminin  molekiiller agirligmin  ve safsizliklarin
belirlenebilmesi i¢cin Laemmli (1970) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek
sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) teknigi
kullanilmigtir. Enzim ¢ozeltisi igerisine 500 ul SDS-PAGE 6rnek tamponu (3.8 ml saf
su, 1 ml 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.8 ml gliserol, 1.6 ml %10 SDS, 0.8 ml B-
merkaptoetanol, 0.4 ml %0.05 bromfenol mavisi) ilave edilerek 10 dakika karistirilan
ornekler su banyosunda 95°C’de 5 dakika bekletildikten sonra tiiplere alinarak santrifiij
edilmis (10 dak, 12000 rpm) ve elektroforez islemi sivi fazda gercgeklestirilmistir.
Orneklerdeki proteinlerin SDS-PAGE analizleri Mini Protean (Bio-Rad, USA) dikey
elektroforez sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Santrifiij edilen 6rneklerden 20 pl
alinarak jele yiiklenmistir. Ayirma ve yigin jelinin akrilamid konsantrasyonu, sirasiyla,
%12 (11.73 ml su, 8.75 ml 1.5 M Tris-HCI pH 8.8 tamponu, 0.35 ml %10’luk SDS, 14
ml %30’luk akrilamid/Bis, 175 ul %10’luk amonyum persiilfat ve 17.5 ul TEMED) ve
%4 (6.1 ml su, 2.5 ml 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 tamponu, 100 ul %10’luk w/v SDS, 1.3
ml %30’luk akrilamid/Bis, 50 pl %10°luk amonyum persiilfat ve 10 ul TEMED) olacak
sekilde hazirlanmistir. Elektroforez i¢in pH 8.3, 5X elektrot tamponu (37.5 g Tris, 180
g glisin, 12.5 g SDS saf su igerisinde ¢oziindiiriiliip hacim 2.5 litreye tamamlanmistir)
hazirlanarak kullanim esnasinda 1:4 oraninda saf su ile seyreltilmistir. Elektroforezde
ornekler 60 Volt (yigin jeli) ve 100 Volt (ayirma jeli) sabit akimda yaklasik 3-4 saat
stireyle ylriitiilmiistiir. Elektroforez jelindeki proteinler Commassie brilliant blue G250
(%0.1 Commassie brilliant blue G250, %10 asetik asit, %50 su, %40 alkol) ile
boyanmis ve boya icermeyen ayni oranlardaki ¢ozelti ile boya uzaklagtirma islemi
gerceklestirilmistir. Molekiiler agirlik standardi olarak her jelde 10-200 kDa araliginda
14 adet protein iceren standart (SM0661 Fermentas, EU) kullanilmistir.
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Enzim aktivitesi tizerine substrat konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek iizere standart
enzim aktivitesi (hidroksimat yontemi) Ol¢iim sartlarinda farkli Z-GIn-Gly substrat
konsantrasyonlarinda (0.88, 2.20, 3.53, 4.85, 6.61 mM) enzim aktivitesi degerleri
Olgiilmistiir. Michaelis-Menten parametrelerinin belirlenmesinde lineer regresyon
metodu (Lineweaver-Burk) kullanilmis ve Michaelis sabiti (Kp) ve maksimum hiz

(Vmax) degerleri hesaplanmistir (Cui ve ark., 2007).

Enzim aktivitesi ve stabilitesine pH ve sicakligin etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi tizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in kismi saflastirilmis enzime
farkli pH’larda (5.0, 5.5, 5.8, 6.0, 6.2, 6.5, 7.0) tampon ilave edilerek standart enzim
aktivitesi 0l¢lim yontemi uygulanmis ve her pH’daki enzim aktivite degerleri (U/ml)

belirlenmistir.

Enzim stabilitesine pH’nin etkisini belirlemek i¢in; enzim c¢ozeltileri farkli pH’larda
(pH 4.0, 6.0 ve 8.0) ve degisken zaman araliklarinda (0-60 dak) inkiibe edilmislerdir.
Uygulama sonrasi Orneklere standart enzim aktivitesi ol¢iim yOntemi uygulanarak
aktivite kayiplar1 belirlenmistir. Her bir deneme icin baslangi¢ aktivite kontrol olarak
kabul edilmis ve kalan aktivite kontrol degerine gore % deger olarak saptanmistir (HO

ve ark., 2000; Cui ve ark., 2008; Nagy ve Szakacs, 2008; Ekren 2013).

Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in kismi saflastirilmis enzime
farkl sicakliklarda (30, 35, 37, 40, 45, 50°C) standart enzim aktivitesi 6l¢iim yontemi
uygulanarak her sicakliktaki enzim aktivite degerleri (U/ml) belirlenmistir (Ho ve ark.,
2000). Enzim stabilitesi iizerine sicakliin etkisini belirlemek i¢in saflasgtirilmis enzim
cozeltileri, stabilitenin belirlenecegi sicakliklar olan 40, 45, 50 ve 55°C’de su
banyosunda (Memmert WB-22, Almanya) 25 saat boyunca inkiibe edilmis ve belirli
araliklarda oOrnekler alinarak hizli bir sekilde sogutulduktan sonra standart deney
kosullarinda spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmistir. Her bir deneme ig¢in
baslangictaki aktivite Ol¢imii kontrol (100) olarak kabul edilmis ve aktivite degisimi
kontrol degerine gore % deger olarak belirlenmistir (Nagy ve Szakacs, 2008; Ekren,
2013).
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Enzim aktivitesine metal ivonlarinin ve EDTA ’nin etkisinin belirlenmesi

Enzim aktivitesi {izerine metal iyonlarmin (ZnSO,4.7H,0, FeCl3.6H,0, CaCl,.XH,0,
Cl,C0.6H,0) ve EDTA’nin etkisini belirlemek i¢in Cizelge 3.3’te belirtilen sekilde
reaksiyon ortamina 1 mM konsantrasyonda metal iyonlar1 ve EDTA ilave edilmistir
(Nagy ve Szakacs, 2008; Ekren, 2013). Higbir metal igermeyen deney ortami, kontrol
grubu olarak kabul edilerek standart analiz kosullarinda inkiibasyon sonrasi 11000
rpm’de 5 dakika santriifiij edilen 6rneklerin 525 nm’de spektrofotometrede dlgiimleri
gerceklestirilmistir. Sonuglarin  degerlendirilmesinde kontrol grubu 6rneklerinin
aktivitesi 100 kabul edilerek, deneme gruplarinin kontrole gore kalan aktivite

degisimleri (%) belirlenmistir.

Cizelge 3.3. Farkli konsantrasyonlarda metal ve EDTA igeren deney ortaminin hazirlanisi

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek Kontrol
Enzim ¢6zeltisi 100 pl 100 pl 100 pl
200 mM Tris-HCI (pH6.0) tamponu 180 pl 180 pl 200 pl
Metal iyonlari 20 pl* 20 pl* -
12.5 mM Glutation 25 ul 25 ul 25 ul
125 mM Hidroksilamin 25 ul 25 ul 25 ul
37.5 mM Z-GIn-Gly - 75 ul 75 ul
Saf su 75 ul - -

37°C’de 1 saat inkiibasyon

%15 TCA - %5 FeCl; ¢ozeltisi 425 ul 425 ul 425 ul

*1 mM metal igeren deney ortami igin 21.25 mM stok metal ¢ozeltisi kullanilmistir.

3.2.11. istatistiksel degerlendirme

Uc veya iki tekerriirlii olarak elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 almarak
standart sapmalar1 ile birlikte verilmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi ve karsilastirilmasit Minitab programinda (Minitab release 12.1,

Minitab inc., 1998) varyans analizleri (ANOVA) ile yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Streptomyces Tiirlerinin  Aktiflestirilmesi, Morfolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi ve Saflik Kontrolleri

Literatlir bilgilerinde TG enzim {ireticisi olarak gosterilen ve Amerika Birlesik
Devletleri Tarim Bakanligi, Tarimsal Arastirma Merkezi (USDA) kiiltiir
koleksiyonunda yer alan Streptomyces cinsine ait 5 farkli tiirdeki bakteri ¢alisma
kapsamina alinmustir. Streptomyces mobaraensis NRRL B-3729, Streptomyces
ladakanum NRRL ISP-5587, Streptomyces lividans NRRL B-12275, Streptomyces
sioyaensis NRRL B-5408 Streptomyces platensis NRRL B-5486 ve Streptomyces
hygroscopicus ISP-5578 bakteri suslarmin aktiflestirilmesi, saflik kontroliiniin
yapilmasi ve hiicre morfolojilerinin belirlenmesi amaci ile materyal yontem boliimiinde

belirtilen prosediirler uygulanmaistir.

Streptomyces bakteri kiiltiirlerinin aktiflestirme ve canlandirma islemleri i¢in; DSMZ
katalogunda belirtilen prosediir dogrultusunda suslarin aktiflestirilme islemleri “GYM
Streptomyces sivi besiyeri” kullanilarak gerceklestirilmistir. GYM sivi besiyerlerine
inokiile edilen bazi bakteri kiiltiirlerinde 30°C’de 5 giinliik inkiibasyon sonucunda misel
yapida bir gelisme gozlemlenmistir. Bakteriyel gelisim gozlemlenen tiiplerden steril
ortamda alman Orneklerin GYM sivi besiyerine tekrar inokiilasyonlar1 yapilarak
aktiflestirme islemleri her 5 giinde bir tekrarlanmistir. Aktiflestirme islemi ilk olarak S.
lividans NRRL B-12275 kiiltiirii i¢in basarili bir sekilde gergeklestirildikten sonra diger
mikroorganizma suslarinin (Streptomyces mobaraensis, S. ladakanum, S. sioyaensis, S.
platensis ve S. hygroscopicus) liyofilize kiiltiirleri i¢in de aynmi aktiflestirme islemleri

uygulanmstir.

Aktiflestirme islemleri basamaginda, S. hygroscopicus ISP-5578 tiirii ile gergeklestirilen
inkiibasyonlarda, GYM siv1 besiyerinde herhangi bir bakteriyel gelismenin olmadigi
belirlenmistir. Bu durum, S. hygroscopicus tiiriiniin laboratuvarimiza transferi esnasinda
mikrobiyal canliligini kaybettigi durumunu disiindiirmiistiir. Ayrica S. sioyaensis ve S.
platensis tiirlerinin aktiflestirme basamaginda hiicre gelisimlerinin diger bakteri
kiiltlirlerine oranla daha yavas (7-10 giinliik inkiibasyon) gerceklestigi gdzlemlenmistir.

Sonug olarak, aktiflestirme islem basamaklarinda 6zellikle Streptomyces mobaraensis,

49



S. ladakanum ve S. lividans tiirlerinde 5 giinliik inkiibasyon siirelerinde yiiksek oranda

ve benzer bir mikrobiyal gelisme saglanmistir.

Aktiflestirme islemleri tamamlandiktan sonra kiiltiirlerin saklanmasi, koloni-hiicre
morfolojilerinin incelenmesi, saflik kontrollerinin yapilmasi amaci ile bakteri
kiiltiirlerinin (S. hygroscopicus harig) kati1 besiyerlerine (yatik agar ve petri) ekimleri
gerceklestirilmistir. Kati  besiyerinde gelistirilen Streptomyces tiirlerinin  hiicre
morfolojileri mikroskop (biiylitme 100x) ile incelenmistir. Yapilan inceleme sonucunda
hiicrelerin dallanmis yapida miseller olusturdugu gézlemlenmistir. Mikroskobik hiicre
morfolojisinin daha belirgin incelenebilmesi, Gram reaksiyonun belirlenebilmesi ve
saflik kontrollerinin yapilabilmesi i¢in aktiflestirilmis tiim Streptomyces tiirlerine Gram
boyama islemi uygulanmistir. Boyama sonucunda eflatun-mor renkli bakteri goriintiileri
elde edilirken, misel yapilar ise acik bir sekilde gdzlemlenmistir. Aktiflestirilen
kiiltiirlerin saf halde bulunduklar1 ve herhangi bir bulagsmaya maruz kalmadiklari

mikroskobik olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).

(c) (d)

Sekil 4.1. Streptomyces kiiltiirlerine ait Gram boyama goriintiileri (a) S. ladakanum, (b) S. lividans, (c) S.
mobaraensis, (d) S. platensis
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4.2. Enzim Uretimine Besiyeri Bilesimi, Baslangic pH’s1 ve Inkiibasyon

Sicakhiginin Etkisi

Mikrobiyal TG iiretimi i¢in gerekli olan fermantasyon sartlar1 ile enzim treticisi
hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan sartlar farkli olabilmektedir. Kesikli bir kiiltiirde
mTG olusum hizi, aktivitesi ve verimliligi; pH, sicaklik, DO gibi ¢evresel parametrelere
ve besiyeri bilesimine gore degisebilmektedir. Yiiksek miktarlarda ve verimlilikte aktif
bir mTG iiretimi gerceklestirebilmek icin hiicre biiylimesi ile birlikte mTG sentez
kosullarinin da optimize edilmesi gerekmektedir (Zheng ve ark., 2001; Zheng ve ark.
2002b; Yan ve ark., 2005; Zhang ve ark. 2009). Bu yiizden Streptomyces tiirlerinin
enzim {iretimini arttirmaya yonelik, substrat optimizasyonu, metabolik optimizasyon ile
i¢c ve dis faktorler (sicaklik, pH, DO, vb.) gibi degiskenlerin etkileri ile ilgili calismalar
yapilmaktadir.

Mikrobiyal TG enzim iiretim sartlarinin belirlenmesi amaci ile iiretim kosullari (besiyeri
baslangic pH’s1, inkiibasyon sicakligl) ve besiyeri bilesenleri degistirilerek li¢ farkli
bakteri kiiltiirii (S. mobaraensis, S. ladakanum, S. lividans) ile klasik (statik)
inkiibatorde gergeklestirilen inkiibasyonlara ait deneme plani Cizelge 3.1°de verilmistir.
Deneme planina ait enzim aktivitesi ve spesifik aktivite sonuglart EK-A’da verilmistir.
Calismada kullanilan ¢ farkli Streptomyces sp.’nin kiiltlir ortamindaki enzim {iiretim
miktarlar1 incelendiginde, tim kosullarda (besiyeri, pH, sicaklik) en yiiksek aktivite
degerleri Streptomyces mobaraensis NRRL B-3729 ile gergeklestirilen inkiibasyonlarda
elde edilmistir (p<0.05). S. ladakanum ve S. lividans tiirleri ile inokiile edilmis
besiyerlerinde ise tim deneme deseni kapsaminda (pH, sicaklik, besiyeri) ol¢iilebilir
diizeyde bir enzim aktivitesi (<0.001 U/ml) belirlenememistir. Bu yiizden S. ladakanum
ve S. lividans kiiltiirleri ile gerceklestirilen inkiibasyonlara ait sonuclara EK-A’da yer
verilmemistir. Calismada kullanilan kiiltiirlerin mTG iiretim miktarlar1 tiir bazinda
incelendiginde, yapilan birgok calismayla benzer bir sekilde en iyi mTG firetici tiiriin S.
mobaraensis oldugu goriilmistiir. Literatiirde bu tirin 6zellikle de ticari mTG
tiretiminde 6nemli bir paya sahip oldugu belirtilmektedir (Ando ve ark., 1989). Diger
taraftan yapilan bazi caligmalarda diger mikroorganizma cinslerinin ve tiirlerinin de
mTG {reticisi olarak kullanilabilecegi belirtilmekte ve bu dogrultuda S. lydicus (1.30
U/ml), S. ladakanum (0.34 U/ml), S. sioyansis (3.30 U/ml), S. platensis (1.40 U/ml),
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Bacillus aneurinolyticus (0.80 U/ml) ve Pseudomonas putida (1.40 U/ml) gibi bazi
mikroorganizmalar ile yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Bech ve ark., 2001). Bazi
arastiricilar ise son yillarda S. ladakanum ve S. lividans tiirlerinin genetik

modifikasyonu ile basarili bir sekilde enzim tiretimini ger¢eklestirmiglerdir (Lin ve ark.,

2006; Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

Mikrobiyal TG aktivitesinin bakteri tiirti, kiiltiir ortam1 ve ekim kosullart gibi birgok
faktore bagli olmasi her tiir i¢in uygun kiiltiir sartlarinin belirlenmesi gerekliligini ortaya
koymaktadir. Sekil 4.2 incelendiginde, S. mobaraensis NRRL B-3729 ile pH 6.0’da
30°C’lik inkiibasyonun 14. giiniinde en yiiksek enzim aktivitesi degeri nisasta-glukoz
bazli GNB besiyerinde 0.036 (£0.000) U/ml olarak belirlenmistir (p<0.05). Ayni
inkiibasyon kosullarinda soya unu bazli MIX besiyerleri i¢in en yiiksek enzim aktivitesi
ise 0.020 (£0.003) U/ml olarak saptanmistir. Farkli kosullarda gergeklestirilen
inkiibasyonlara ait spesifik aktivite degerleri EK-A da verilmis olup, GNB besiyerinde
en yiiksek spesifik aktivite 716.08 (+0.00) U/g protein, MIX besiyerinde ise 446.55
(+46.83) U/g protein olarak belirlenmistir. MIX besiyerinde, 14. giinde (30°C) ulasilan
en yiiksek aktivite degeri (0.020 £0.003 U/ml), GNB besiyerinde 30°C (9. ve 11. giin)
ve 40°C’de (9., 11., 14. giin) ulasilan aktivite degerleri ile benzer bulunmustur (p>0.05).
GNB besiyerinde pH 6.0 degerinde gergeklestirilen inkiibasyonlarda en diisiik enzim
aktivitesi degerleri 20°C’de, MIX besiyerinde ise 20°C ve 40°C’de elde edilmistir.
20°C’de gergeklestirilen inkiibasyonda her iki besiyeri i¢in ulasilabilen maksimum
enzim aktivitesi degerleri 14. glinde 0.006 U/ml olarak gergeklesirken, 9. ve 11. giin
sonuglari ile benzer bulunmustur (p>0.05). Elde edilen bu diisiikk aktivite degerleri,
diistik sicakliklarda gergeklestirilen inkiibasyonlarda Streptomyces tiirlerinin lag fazinin
uzamasi ile agiklanabilmektedir (Zheng ve ark., 2002b). GNB besiyerinde (pH 6.0)
40°C’de gerceklestirilen tiretimde enzim aktivitesi 0.024 (+0.003) U/ml, spesifik
aktivite ise 417.39 (£9.44) U/g protein olarak gergeklesmis ve MIX besiyerinde (30°C,
14. giin, pH 6.0) ulasilan en yiiksek aktivite degeri (0.020 U/ml) ile benzer bulunmustur
(p>0.05). MIX besiyerinde 40°C’de gergeklestirilen inkiibasyonlarda en yliksek enzim
aktivitesi degerleri 9., 11. ve 14. giinlerde ve ¢ok diisiik miktarlarda (0.004-0.005 U/ml)
elde edilebilmistir (p>0.05). MIX besiyeri ile yiiksek sicakliklarda enzim sentezinin en
yiiksek degerine daha kisa siirede ulastigi goriilmektedir. Ayrica tiim Orneklerin (pH

6.0) enzim aktivitesi degerlerinin inkiibasyonun 14. giiniinden sonra hizli bir sekilde
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azaldig1 belirlenmistir. Maksimum enzim tiretiminden sonra aktivitenin hizli bir sekilde
azalmasi, hiicrelerin durgun ve 6liim fazina girdikten sonra fermantasyonda agiga ¢ikan
baz1 bilesiklerin (amonyum iyonu, proteolitik enzimler, vb.) etkisi ile inhibisyonuna ve
parcalanmasina baglanabilir (Zhu ve ark., 1996; Bourneow ve ark., 2012). Sicakligin
mTG sentezine olan etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar inkiibasyon sicakliklarinin hem
hiicre gelisimini hem de mTG sentezini dogrudan etkileyebildigini bildirmektedir
(Zheng ve ark., 2001; Yan ve ark., 2005). Zheng ve ark. (2002b) farkli inkiibasyon
sicakliklarmin (25, 28, 30, 32, 33.5 ve 35°C) S. mobaraensis tiirtiniin mTG enzim
tiretim miktarina etkisini arastirdiklari bir ¢aligmada en iyi iiretimi 30°C’de basarili bir
sekilde (2.94 U/ml) gerceklestirmislerdir. Ayrica arastiricilar yaptiklart bu calismada
inkiibasyonda kullanilan tek sicaklik degerlerinin spesifik hiicre gelisim ve mTG sentez
evrelerine farkli oranlarda etkide bulunduklarini da gostermislerdir. Diger taraftan
Portilla-Rivera ve ark. (2009) S. ladakanum tiiri ile 26°C’de enzim iretimini

gerceklestirmislerdir.

Besiyeri baslangic pH degeri 7.0 olarak gergeklestirilen enzim tiretim denemelerinde,
GNB besiyerinde en yiiksek enzim aktivitesi 30°C’de 14. ve 28. giinde 0.01 U/ml
olarak, spesifik aktivite ise 14. ve 28. giinde 216.77 (£17.42) ve 196.83 (£15.55) olarak
gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.3). GNB besiyerinde (pH 7.0) ulasilan maksimum
enzim aktivitesi degeri MIX besiyerinde (pH 7.0) 14. giinde ulasilan degere
(0.005+£0.0028 U/ml) gore daha yiiksek bulunmustur. 20 ve 40°C’de pH 7.0’de
gerceklestirilen inkiibasyon siiresince mTG enzim aktivitesinde ¢ok hafif bir artis
gozlenirken, en yliksek aktivitelere 28. giinde ulasilmistir. Tez calismasinda pH 8.0’de
elde edilen enzim aktivitesi degerleri ¢ok diisiik (<0.001 U/ml) diizeylerde gerceklestigi

i¢in sonuglara yer verilmemistir.
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Sekil 4.2. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin S. mobaraensis tiiriiniin GNB ve MIX besiyerlerindeki (pH
6.0) enzim aktivitesine etkisi (a) 20°C, (b) 30°C, (c) 40°C
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Sekil 4.3. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin S. mobaraensis tiiriiniin GNB ve MIX besiyerlerindeki (pH
7.0) enzim aktivitesine etkisi (a) 20°C, (b) 30°C, (c) 40°C
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Besiyeri se¢iminin enzim aktivitesine etkileri incelendiginde, sicaklik degerlerinde (30
ve 40°C, 28. giin hari¢) GNB besiyeri (pH 6.0) ile elde edilen aktivite degerlerinin, MIX
besiyeri (pH 6.0) ile elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu gézlenmistir (p<0.05)
(Sekil 4.2). Temel karbon kaynagi olarak nisasta-glukoz ve azot kaynagi olarak pepton
kullanilan GNB besiyerinde en yiliksek enzim aktivitesi degerinin (0.036 U/ml, 14. giin,
30°C) literatiirde yapilan g¢alismalar ile uyum igerisinde oldugu belirlenmistir. Zhu ve
ark. (1998) yaptiklari ¢alisma sonucunda pepton ve nisasta gibi bilesenlerin besiyerinde
kullanimt ile proteaz, amilaz gibi bazi indiikleyici enzimlerin sentezini uyararak mTG
sentezi icin gerekli Onciil bilesiklerin olugumunu saglayacagini belirtmislerdir. Diger
taraftan, azot kaynagi olarak besiyerinde soya, kazein gibi proteinlerin kullanilmasi ile
bunlarin ortamdaki mTG enzimi tarafindan substrat olarak kullanilarak
mikroorganizmalarin bu kaynaklardan yararlanmasi siirlanmaktadir (Zhu ve ark.,
1996; Zhu ve ark., 1998; Portilla-Rivera ve ark., 2009; Bourneow ve ark., 2012). Bazi
aragtiricilar ise kazein, soya gibi protein kaynaklarmin kullanimi ile mTG aktivitesinin
arttigin1 bildirmektedirler (Junqua ve ark., 1997; Téllez-Luis ve ark., 2004b; Guerra-
Rodriguez ve Vazquez, 2014; Zilda, 2014). Ayrica baz1 caligmalarda besiyerinde
gliserol kullanim1 ile viskozitede bir artisin meydana geldigi ve bu durumun da
aktiviteyi olumsuz etkiledigini bildirilmektedir (Portilla-Rivera ve ark., 2009).
Bourneow ve ark. (2012) farkli besiyerleri igerisinde pepton ve nisasta ile hazirladiklart
besiyerinde Streptomyces sp.’den (0.85 U/ml), Zhu ve ark. (1996) ve Zheng ve ark.
(2001, 2002a) ise benzer besiyerinde 1.80-3.40 U/ml olarak en yiiksek enzim aktivite
degerlerine ulagsmiglardir. Iancu ve ark. (2009) nisastali besiyerinde 0.05-0.20 U/ml
aktivite degeri elde ederken, Bahrim ve ark. (2010) pepton-glukoz kullanarak 0.43 U/ml

enzim aktivitesi degerlerine ulasmiglardir.

Sonug olarak, farkli besiyeri (GNB ve MIX), sicaklik (20, 30, 40°C) ve pH (6.0, 7.0,
8.0) degerlerinde Streptomyces tiirleri ile gerceklestirilen enzim iiretim denemelerinde
mTG enzim tretiminin dnemli 6l¢giide besiyeri, sicaklik, pH degisimlerinden etkilendigi
ve en yiiksek enzim aktivitesinin (0.036 U/ml) GNB siv1 besiyerinde, S. mobaraensis
kiltiri ile 30°C ve pH 6.0’da elde edildigi belirlenmistir. Calismanin bu asamasinda
ulagilan en yliksek enzim aktivite degerlerinin literatiirde yapilan diger caligmalara
oranla diisiik diizeyde kaldig1 goriilmektedir. Bu durum, inkiibasyonun kiigiik

hacimlerde (35 ml) ve klasik (statik) inkiibatorde gerceklestirilmis olmasina
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baglanmistir. Calismanin bundan sonraki asamasinda S. mobaraensis kiiltiirii segilerek,
enzim tiretim miktarinin arttirllmasma yonelik, en yiliksek enzim aktivitesinin elde
edildigi kosullarda (pH 6.0, 30°C, GNB besiyeri) calkalama, karistirma, hava

sirkiilasyon orani, stres faktorleri gibi diger parametrelerin etkisi incelenmistir.

4.3. TG Uretimine Karistirma Seklinin ve Hizinin Etkisi

4.3.1. Calkalamal (orbital) karistirmanin etkisi

Ozellikle aerob mikroorganizmalarin sivi ortamlarda gelistirilmesinde karistirmanin
Oonemi biiyiik bir paya sahiptir. Clinkii karistirma islemi, gerek oksijen, 1s1 ve kiitlenin
transferi agisindan gerekse besiyerinin homojen kalmasi ve bazi agregasyonlarin
onlenmesi acgisindan oldukc¢a onemli bir parametredir. Karistirma islemi mikrobiyal
gelisimi etkilemekle birlikte hiicrelerin sentez reaksiyonlarini da etkileyerek mTG gibi
bir¢ok enzim {iiretimini de etkileyebilmektedir. Ayrica besiyerinin kimyasal bilesimi ve
fiziksel karakteri, kullanilan kiiltiiriin tliri gibi bir¢ok parametre de karistirmanin
etkinligini dolayli olarak etkileyebilmektedir. Bu yiizden karistirma tipinin ve hizinin
belirlenmesinde bu tiir etkiler géz Oniine alinarak optimum karigtirma sartlarin

belirlenmesi gerekmektedir (Portilla-Rivera ve ark., 2009; Bourneow ve ark., 2012).

Calkalamali (orbital) inkiibatorde GNB besiyeri kullanilarak (30°C, pH 6.0) farkh
hizlarda (100, 150, 200 rpm) gerceklestirilen enzim iretim denemelerine ait aktivite
(U/ml) ve spesifik aktivite (U/g protein) degerleri EK-B’de verilmistir. En yiiksek
enzim aktivitesi degerine 150 rpm calkalama hizlarinda gergeklestirilen inkiibasyonun
6. giiniinde (0.135+0.003 U/ml, p<0.05), spesifik aktivite degerine ise ayn1 6rnegin 4. ve
6. giinlinde (sirastyla 1971.93 £4.28 ve 1955.90 £63.39 U/g protein) ulagilmistir (Sekil
4.4). 150 rpm calkalama hizinda tiim inkiibasyon siirelerinde (10. giin haric) 6l¢iilen
aktivite ve spesifik aktivite degerleri diger karistirma hizlarina gore daha yiiksek
bulunmustur (p<0.05). En yliksek aktiviteye ulasilan 150 rpm calkalama hizinda enzim
sentezi 4. giine kadar hizli bir sekilde artmis 6. glinde en yiiksek seviyeye ulastiktan
sonra hizl bir sekilde azalarak 10. giinde 0.058 (£0.016) U/ml degerine diismiistiir. 100
rpm calkalama hizinda ise 4. glinde en yiiksek aktiviteye (0.067+0.002 U/ml) ulasan
orneklerin aktivite degerleri daha yavas bir sekilde azalarak 10. glinde 0.038 (+0.002)
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U/ml’ye diigmiistiir. Diger taraftan 200 rpm c¢alkalama hizlarinda gergeklestirilen
inkiibasyonlarda 4. ve 6. giinde en yiiksek aktiviteye ulasan (0.055+0.001 ve
0.061+0.006 U/ml) 6rnekler daha sonra karistirma hizinin yiiksekligine bagl olarak ¢ok
hizli bir sekilde azalmis ve 10. giinde ornekler arasinda en diisiik seviye olan 0.009
(£0.005) U/ml’ye gerilemistir. Tiim ¢alkalama hizlarindan elde edilen spesifik aktivite
degerleri de aktivite ile benzerlik gostermistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Calkalamal1 (orbital) inkiibatorde (30°C, pH 6.0) enzim {iiretim denemelerine ait (a) enzim
aktivitesi (U/ml) ve (b) spesifik aktivite (U/g protein) degerleri

Calkalamali inkiibatorde GNB besiyerinde (30°C, pH 6.0) 150 rpm’de gergeklestirilen
enzim iiretim denemelerinde 6 giinliik inkiibasyon ile elde edilen aktivite degerinde

(0.135+£0.003 U/ml), aynm sartlarda klasik (statik) inkiibasyonda 14. giinde ulasilan
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degere gore (0.036 U/ml) yaklasik 3.75 katlik bir artis saglanmistir. Boylelikle hem
enzim aktivitesinde Onemli bir artis hem de iiretim siiresinde bir kisalma
saglanabilmistir. Bourneow Vve ark. (2012) ise benzer bir besiyeri ile 150 rpm ¢alkalama
hizlarinda S. mobaraensis tiirii kullanarak yaptiklari ¢alismada 48 saatlik inkiibasyon
sonunda enzim aktivitesini 0.85 (£0.01) U/ml belirlemislerdir. Ayn1 ¢alismada daha
bliyiik hacimde besiyeri kullanildiginda, ayni aktivite degerine 18 saat sonunda
ulagilmistir. Portilla-Rivera ve ark. (2009) farkli orbital karistirma hizlarmin (200, 300,
400 rpm) S. ladakanum’un enzim tiretimine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, melas ve
gliserol ile hazirlanan besiyerinde 300 rpm karistirma hizlarinda en yiiksek enzim
aktivitesine (0.460 U/ml, 72 saat) ulastiklarini, daha yiliksek karistirma hizlarinda
enzimin denatilire olmas1 sonucu ve daha diisiik hizlarda ise difiizyon problemlerinden
dolay1 aktivitenin azaldigini1 bildirmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada ayrica besiyerinde
seker kamist melasi (0.240 U/ml, 400 rpm), gliserol (0.240 U/ml, 200-300 rpm) ve her
iki bilesigin karigiminin (0.460 U/ml, 300 rpm) kullanilmas: ile elde edilen en yiiksek
aktivite degerlerinin de farkli oldugunu belirlemislerdir. Tez ¢alismasinda da 6rneklerin
aktivite degerleri 150 rpm calkalama hizlarindan yiiksek ve diisiik olan hizlarda benzer
bir davranis sergilemistir. Calkalamali inkiibasyonda, substrat ile mikroorganizmanin
etkilesimi daha kolay gerceklestigi ve havalandirma saglandigir igin, calkalama

isleminin enzim tiretimini ve aktivitesini olumlu yonde etkiledigi diistiniilmektedir.

4.3.2. Kontrollii fermantasyon ve radyal karistirmanin etkisi

Calkalamali inkiibatorde gerceklestirilen denemelerde enzim {retiminde artis
saglanmasindan dolay1 karistirma ve havalandirmanin aktivite artisinda 6nemli bir
faktor oldugu ve bu sebepten kontrollii bir fermantasyon sistemi ile enzim {iretiminde
Oonemli bir artis saglanmasi diiglinlilmiistiir. Bu amagcla farkli karistirma hizlarinda
kontrollii bir fermentérde (30°C, pH 6.0) gerceklestirilen iiretimlerde edilen enzim
aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein) ve biyokiitle miktarina (g biyokiitle/1)
ait deneysel veriler Cizelge EK-C.1 ve EK-C.2’de verilmistir.

Sekil 4.5a incelendiginde en yiiksek enzim aktivitesi degerine (0.423+0.013 U/ml,
p<0.05) 500 rpm karistirma hizinda fermantasyonun 3. giintinde ulasildig1 ve aktivitenin

bu giinden sonra azalarak 5. gilinde 0.338 (£0.003) U/ml degerine geriledigi
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belirlenmistir. 500 rpm karistirma hizlarinda fermantasyonun 2. giiniinde elde edilen
aktivite degeri 600 rpm’de ulasilan aktivite degeri ile benzer (0.29 U/ml, p>0.05)
oldugu gorilmiistiir. Ancak fermantasyonun 2. giinlinden itibaren 600 rpm karistirma
hizinda elde edilen aktivite degerlerinin 500 rpm’e kiyasla da diisiik oldugu
gbzlenmistir. 600 rpm karistirma hizinda 3. giinde ulasilan maksimum enzim aktivite
degeri (0.339+£0.014 U/ml), 500 rpm karistirma hizinda elde edilen aktiviteye oranla
daha distik olarak belirlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.5a). Ayrica 600 rpm karistirma
hizinda en yiiksek enzim aktivitesinin elde edildigi 3. giinden sonra aktivitenin daha
hizli diiserek fermantasyonun bitiminde 0.162 (+0.029) U/ml olarak belirlendigi
goriilmustiir. 800 ve 400 rpm karistirma hizlarinda elde edilen enzim aktivitesi degerleri
fermantasyon siiresince benzer bir egilim gostermekle birlikte fermantasyonun 2.
giiniinden sonra 400 rpm karistirma hizlarinda elde edilen aktivite degerlerinin daha
yiikksek oldugu belirlenmistir (p<0.05). Bu durum yiiksek karigtirma hizinin enzim
aktivitesinde meydana getirdigi kayiplar ile aciklanabilmektedir. Diger taraftan en
yiiksek karistirma hizi olan 1000 rpm’de elde edilen aktivite sonuclari incelendiginde
maksimum aktiviteye (0.167+0.019 U/ml) daha kisa siirede (2. giin) ulasilirken hizli
karistirmanin  kuvvetli mekanik etkilerinden dolayr aktivite c¢ok hizli azalarak
fermantasyon islemi en diisiik enzim aktivitesi degeri ile tamamlanmistir (Sekil 4.5).
Karigtirma ve havalandirma etkinliginin en diisiik diizeyde gerceklestigi 200 rpm
hizinda ise aktivitenin fermantasyon siiresince artarak 5. glinde en yiiksek degerine

(0.101£0.005 U/ml) ulastig1 belirlenmistir.

Fermantasyon siiresince spesifik aktivitelerdeki degisimler incelendiginde (Sekil 4.5b)
en yliksek spesifik aktivite degerleri, 500 rpm karistirma hizinda fermantasyonun 3.
giiniinde 6167.19 (£688.98) U/g protein, 600 rpm karistirma hizinda ise 3. gilinde
5911.98 (£291.55) U/g protein olarak belirlenmistir (p>0.05). Ozellikle 600 rpm
karigtirma hizinda fermantasyonun 2. giliniinde en yiiksek spesifik aktivite degerine
ulagilmasi, bu hizlarda S. mobaraensis tiirii tarafindan iiretilen mTG enzim proteinin
diger iiretilen proteinlerden daha dnce sentezlenmeye basladigini gostermektedir. Bu
durumun artan karigtirma hizinin mikrobiyal gelismeyi tesvik etmesi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Diger karistirma hizlarinda elde edilen spesifik aktivite degerleri
incelendiginde ise, kiiltiir ortaminda {iretilen proteinler ile mTG enzim proteininin

sentezinin benzer bir egilim icerisinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Fermentorde farkli radyal karistirma hizlarinin (a) enzim aktivitesine (U/ml) (b) spesifik
aktiviteye (U/g protein) etkisi

Yiiksek karistirma hizlari kiitle ve oksijen transferi acisindan mikrobiyal gelismeyi
olumlu yonde etkilerken, mekanik stres ve oksijen stresi gibi unsurlar mTG enzim
aktivitesini olumsuz etkileyebilmektedir. Farkli karistirma hizlarinda gergeklestirilen
mTG fermantasyonlarinda elde edilen biyokiitle oranlar1 Sekil 4.6’da incelendiginde
fermantasyon siiresince biyokiitle miktarlarinin arttig1 goriilmiis ve en yiiksek deger 400
rpm ve 500 rpm karistirma hizlarinda 5. giinde 24.75 g biyokiitle/l olarak Ol¢tilmiistiir
(p<0.05). 1000 rpm karistirma hizinda fermantasyonun 4. giiniine kadar elde edilen
biyokiitle miktarlarinin 500 rpm karigtirma hizinda elde edilen degerler ile benzer

oldugu belirlenmistir (p>0.05).
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Sekil 4.6. Farkli karistrma hizlarinda gerceklestirilen fermantasyonlarda biyokiitle (g biyokiitle/l)
degisimi
Kontrollii fermantasyon sartlarinda ve sabit karistirma hizinda (500 rpm) hava akis
hizinin mTG iretimine etkisini belirlemek i¢in, 2, 6 ve 10 cm®/dak akis hizlarinda
gerceklestirilen enzim {retimlerine ait deneysel veriler Cizelge EK-C.3’te verilmis,
hava akis hizina baglh olarak gézlenen degisimler ise Sekil 4.7°de gosterilmistir. Sekil
4.7a incelendiginde fermantasyonun 1. ve 2. giiniinde tiim hava akis hizlarinda sirasi ile
ortalama 0.026 (+0.020) U/ml ve 0.279 (+0.012) U/ml olacak sekilde benzer aktivite
degerleri belirlenmistir (p>0.05). 10 cm®dak hava akis hizinda fermantasyonun 3.
giinliinde en yiiksek aktivite degeri (0.4234+0.013) elde edilmistir (p<0.05). Hava akis
hizinin diisiiriilmesi, fermantasyonun 2. giiniinden itibaren daha diigiik enzim aktivite
degerlerinin elde edilmesine sebep olmustur (p<0.05). Spesifik aktivite degerlerinde ise,
enzim aktivitesine benzer bir egilim elde edilirken, 10 cm®/dak hava akis hizinda elde
edilen degerler 1. giinden sonra fermantasyon siliresince daha yiiksek degerlerde
seyretmigtir (Sekil 4.7b). Fermantasyon siiresince en yiiksek biyokiitle iiretimi 10
cm®/dak hava akis hizinda gerceklestirilen fermantasyonda elde edilmis olup, 5. glinde
37.25 (£1.25) g biyokiitle/lI degerine ulagsmistir (Sekil 4.7c). Hava akis hizinin artisi ile
karistirma etkinliginde ve mikrobiyal gelismede meydana gelen iyilesmeler sonucunda

biyokiitle miktarinin artis1 bu durumdan olumlu bir sekilde etkilenmistir.
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Sekil 4.7. Fermentorde farkli hava akis hizlariin (a) enzim aktivitesine (U/ml) (b) spesifik aktiviteye
(U/g protein) ve (c) biyokiitle miktarina (g biyokiitle/1) etkisi
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Sonug olarak kontrollii fermantasyon sartlarinda (pH 6.0) karistirma (500 rpm) ve
havalandirmanin (10 cm®/dak) etkisi ile orbital ¢alkalamali inkiibatorde (150 rpm)
ulasilan enzim aktivitesi degerinden (0.135 U/ml) 3.13 kat daha yiiksek bir deger elde

edilmistir.
4.4. Mikrobiyal Stres Faktérlerinin Enzim Uretimine Etkisi

Stres aracili bir biyoproses biyolojik hedef verimliligini arttirmak icin tasarlanmig bir
diger stratejidir. Besiyeri bilesiminde bulunan karbon, azot veya fosfat gibi kaynaklarin
tilkenmesi ile hiicre gelisimi kisitlanir ve bu sayede ikincil metabolitlerin {iretimi
saglanabilir. Stres faktorleri g6z Oniinde bulundurularak olusturulan fermantasyon
sistemleri ile istenen metabolitin liretimi artirilabilir. Stres faktorleri arasinda, 1s1l sok
bakteriler gibi biyolojik hiicreler i¢in hassas ve yararli bir uyaricidir. Sicaklik, tuz, alkol
ve pH ikincil metabolit iiretimini etkileyen onemli beslenme dis1 stres faktorleridir.
Mikrobiyal TG gibi ikincil metabolit olan antibiyotikler iizerine yapilmis ¢alismalarda
1s11 sok, alkol ve tuz uygulamasi gibi stres faktorlerinin olumlu anlamda etkiledigi
goriilmistir (Rigali ve ark., 2008). Streptomyces tiirlerinin karmagik sinyal iletim
sistemlerine sahip oldugu bilinmektedir. Streptomyces tiirlerinin farkli stres kosullarina
farkli sigma faktorleri ile tepki vermekte ve c¢evresel sok faktorlerine bagh olarak bir

dizi benzersiz sinyal iletim mekanizmasini devreye sokmaktadir (Kim ve ark., 2008).
4.4.1. Sicaklik stresi

Farkli stres kosullarinda 6l¢iilen mTG aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein)
degerler1 ve biyokiitle miktarlar1 (g biyokiitle/l) Cizelge EK-D.1’de verilmistir.
Inkiibasyonun 3. giiniinde farkli sicakliklarda (50 ve 60°C) ve siirelerde (1 ve 5 dak)
kiiltiir ortamina uygulanan sicaklik stresinin, enzim aktivitesinde sicaklik uygulanmayan
(kontrol) ornege gore artis saglamadigi belirlenmistir. En yiiksek enzim aktivitesi
degerine (0.165 U/ml) sicaklik stresi uygulanmayan kontrol 6rneginde inkiibasyonun 5.
giiniinde ulasilmistir. Sicaklik uygulamasina maruz kalan orneklerde inkiibasyonun 3.
giiniinden sonra aktiviteleri 1s1l islemin siddeti ile orantili olarak hizli bir sekilde
diismiistiir. Ozellikle 50°C’de 1 ve 5 dakikalik 1s1 uygulamasinda aktivitenin daha iyi
korundugu ve inkiibasyonun 5. giiniinde maksimum degere (1 dak: 0.15 U/ml ve 5 dak:
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0.14 U/ml) ulastign belirlenmistir. Diger taraftan 60°C sicaklik uygulamasinda
orneklerin 5. giinden sonra maksimum degere ulastifi goriilmiistir (Sekil 4.8a).
Inkiibasyon ortamina farkli sicaklik ve siirelerde uygulanan stresin &rneklerin spesifik
aktivite degerleri iizerindeki etkisi Sekil 4.8b’de incelendiginde, enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimlere benzer bir etki gosterdigi goriilmektedir. Sicaklik stresi
uygulamalar1 kiltiir ortaminda diger proteinlerin sentezi lizerinde anlamli bir etki
yapmamasindan dolay1 spesifik aktivitelerde benzer bir davranis gozlemlenmistir. Bazi
mikroorganizmalarin sicaklik stresine bagli olarak stres proteinlerini sentez egiliminde
oldugu bilinmektedir. Bu durum &zellikle mikroorganizmalarin dogada stres kosullarina
kars1 adaptasyonundan kaynaklanmaktadir (Volker ve ark., 1992). Mikrobiyal TG
enziminin sicaklik soklarina karsi stres proteini olarak sentez edilmesi durumunda
enzim aktivitesinde bir artisin beklenmesi s6z konusu olabilmektedir (Zhang ve ark.,
2012b). Sicaklik stresinin inkiibasyon siiresince kiiltliir ortamindaki biyokiitle miktari
tizerindeki etkisi incelendiginde, ozellikle 60°C’de 5 dakikalik sicaklik uygulamasi
sonucu kiiltiirlerin inkiibasyonun 3. giinden sonra biyokiitle miktarlarindaki artisin daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Sicaklik stresi uygulanan 6rneklerin inkiibasyon sonunda
kiltiir ortaminda biyokiitle miktarlarindaki artisin kontrol 6rnegine gore daha diisiik

kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.8c¢).
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Sekil 4.8. Farkli siire (1-5 dak) ve sicakliklarda (50-60°C) uygulanan stresin (a) enzim aktivitesine (U/ml)
(b) spesifik aktiviteye (U/g protein) ve (c) biyokiitle miktarina (g biyokiitle/l) etkisi
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Isil sok uygulamasmin enzimlerin iiretimine etkilerinin incelendigi bir ¢aligmada, S.
mobaraensis DSM40587 tiirii ile mTG iiretiminde fermantasyonun 0., 24., 48. ve 72.
saatlerinde 1s1l sok uygulamasi i¢in kiiltiirler 50, 60 ve 70°C sicakliklarda 1 dakika su
banyosunda tutulmus ve sicaklik hizli bir sekilde 30°C’ye diisiirtilerek 96 saat sonunda
enzim aktiviteleri belirlenmistir. Sonugta, inkiibasyonun 48. saatinde uygulanan
60°C’deki 1s1l sok (1 dak) ile kontrole gore en yiiksek enzim aktivitesine (1.16 U/ml)
ulasilmigtir. Ayrica yiiksek sicaklik uygulamasinin (60 ve 70°C) hiicre gelisimini ve
protein sentezini yavaslattigi belirlenmistir. Arastirmacilar, 1si1l sok uygulamalarinin
mikrobiyal gelisme evresi tamamlandiktan sonra uygulanmasinin etkili oldugunu
bildirmislerdir (Zhang ve ark., 2012b). Ngo ve ark. (2005) isil islemin S. griseus
fermantasyonunda hiicre biiyiimesini ve kitosanaz enzim {iretimini etkiledigini
belirlemislerdir. Yaptiklar1 calismada 1s1l sok uygulanmasi sonucunda, S. griseus’un
hiicre biiyiimesinde 1.2 kat ve kitosanaz aktivitesinde ise 1.8 kat bir artis elde

etmislerdir.

4.4.2. Alkol stresi

Inkiibasyondan énce GNB besiyerine %1 ve %2 oranlarinda ilave edilen etanol ve
metanoliin S. mobaraensis kiiltiirinin mTG enzim iretimine etkileri incelenmis ve
sonuglar Cizelge EK-D.2’de verilmistir. Ortama farkli konsantrasyonlarda etanol ve
metanol ilavesi enzim aktivitesinde bir artis saglayamamistir. Her iki alkol i¢in de artan
konsantrasyonlar aktivitede daha cok kayiplara sebep olmustur. Diger taraftan %1
konsantrasyondaki etanoliin inkiibasyonun 4. ve 6. giinlerinde, %2 konsantrasyondaki
etanoliin ise tiim inkiibasyon slirelerinde metanole oranla aktivitede meydana getirdigi
kaylp daha yiiksek diizeylerde gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.9a). Orneklerin
spesifik aktivite degerleri incelendiginde kontrol 6rneginin inkiibasyonun 6. giiniinde en
yiiksek spesifik aktiviteye ulastigl (2267+25 U/g protein), 6. giinde en yliksek aktiviteye
ulasan %1 ve %2 oranlarinda metanol ilave edilmis Orneklerin ise spesifik aktivite
degerlerinin kontrole gore daha diisiik diizeyde kaldig1 belirlenmistir (Sekil 4.9b). Farkli
oranlarda etanol ve metanol ilave edilmis besiyerinde inkiibe edilen S. mobaraensis’in
gelisme siiresince protein biyosentezinde meydana gelen degisimlerin mTG enzim

sentezini olumlu anlamda etkilemedigi icin Ornekler arasindaki spesifik aktivite
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degerlerindeki degisimler, enzim aktivitesinde elde edilen sonuglar ile benzer bir

davranig gostermistir.

Tim etanol konsantrasyonlarinin hiicre gelisimini ve biyokiitle iiretimini kontrol
ornegine gore Onemli olgiide inhibe ettigi belirlenmistir. Ozellikle %2 etanol
konsantrasyonlarinda inkiibasyonun tiim siirelerinde elde edilen biyokiitle degerleri
onemli oOl¢iide diisiik kalmig ve inkiibasyon bitiminde ancak 12.30 g biyokiitle/l
seviyesine ulasabilmistir (Sekil 4.9c). Bu durum artan etanol konsantrasyonunun
mikrobiyal gelismeyi ve biyokiitle iiretimini baskilayarak mTG enzim aktivitesini
olumsuz etkiledigini gostermektedir. Kiiltiir ortamina %2 metanol ilave edilmesi ile
inkiibasyonun 4., 6. ve 8. giinlerinde elde edilen biyokiitle miktarlarinin, %1 metanol
ilave edilen orneklere kiyasla daha yiiksek (p<0.05) bulunmasina ragmen, enzim

aktivite degerlerinin daha diisiik oldugu saptanmistir.

Ancak yapilan bazi ¢alismalarda antibiyotikler ve bazi enzimler i¢in alkol stresinin
tiretimde bir artis yapabilecegi belirtilmektedir. Zhang ve ark. (2012b) farkli alkollerin
mTG {iretimine etkilerini belirlemek i¢in kiiltlirlere fermantasyonun baslangicinda %1,
2 ve 3 oranlarinda etanol ve metanol ilave etmislerdir. Arastiricilar yaptiklar1 caligmada
farkli konsantrasyonlarda uygulanan alkol stresinin mTG aktivitesini kontrol 6rnegine
(0.73 U/ml) gore arttirarak; %1 metanol uygulamasi ile 1.76 U/ml’ye, %1 etanol
uygulamasi ile 1.47 U/ml’ye yiikseltmislerdir. Fernandez ve ark. (1999) metanol veya
etanol varliginda S. clavuligerus NP1'in gelisiminin ve durgun fazda hiicreler tarafindan
sentezlenen sefalosporin iiretiminde belirgin bir artisin oldugunu bulmuslardir. Haq ve
ark. (2003) metabolitlerin sentezinde alkollerin uyaric1 etkilerini inceledikleri bir
caligmada, %1.0 (v/v)’lik metanoliin, Aspergillus niger GCB-47'in sitrik asit tiretimini

kontrol 6rnegine gore 1.96 kat ylikselttigini belirlemislerdir.
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Sekil 4.9. Besiyerine farkli oranlarda etanol ve metanol ilavesinin (a) enzim aktivitesine (U/ml) (b)
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4.4.3. Tuz ve kimyasal stresi

Tuz stresi, Streptomyces tiirlerinde SigB, SigN ve SigH benzeri genel stres cevabi
proteinlerinin sentezini ve bazi bakterilerde sekonder metabolitleri uyaran 6nemli bir
faktordiir (Novotna ve ark., 2003; Wang ve ark., 2010). Kimyasal stres i¢in 0.05, 0.10
ve 0.20 mol/l NaCl, MgCl,, KCI ve Na,SO, GNB besiyerine ilave edilmis ve
inkiibasyon siiresince kiiltiir ortaminda enzim aktiviteleri, spesifik aktiviteleri ve
biyokiitle miktarlar1 belirlenmistir (Cizelge EK-D.3). Inkiibasyon siiresince tiim tuzlarin
farkli giinlerde mTG aktivitesinde artis sagladigi belirlenmistir (p<0.05). 0.1 mol/l
MgCl, ve 0.05 mol/l Na;SO, tuzlarinda kontrol ornegine goére enzim aktivitesinde
yaklagik 2 katlik bir artis saglanmistir. 0.2 mol/l KCI ve 0.05 mol/l NaCl ilave edilen
kiiltiir ortaminda ise enzim aktivitesinde yaklasik 1.20 katlik bir artis elde edilmistir
(Sekil 4.10).

Besiyerine 0.05 mol/l NaCl ilave edilmesi tuz ilave edilmeyen kontrol Grnegi ile
inkiibasyon siiresince benzer biyokiitle artis1 (Sekil 4.11) gosterirken enzim aktivitesi
bakimindan 6. giinde daha yiiksek degerlere (0.099 U/ml) ulastig1 belirlenmistir. Bu
durum diisiik NaCl konsantrasyonunun mikrobiyal gelisme ve biyokiitle sentezinde bir
degisim meydana getirmedigi ancak mTG enzim sentezinde ufak bir artis olusturdugunu
gostermistir. Diger taraftan daha yiiksek NaCl konsantrasyonlarinda biyokiitle
miktarlarlar1 ve 6. giin enzim aktivite degerlerinin 0.05 mol/l tuz konsantrasyonuna
kiyasla daha diisiik diizeylerde oldugu belirlenmistir. KCl tuzu ile olusturulan stres
sartlarinda ise NaCl ile elde edilen artisa benzer oranda bir aktivite artis1 saglanmistir.
0.2 mol/l KCI konsantrasyonunda inkiibasyonun 10. giinlinde en yiiksek aktiviteye
(0.152+0.003 U/ml) ulasilarak, kontrole gore (0.126+ 0.003 U/ml) artis saglanmistir
(p<0.05).

0.05 ve 0.1 mol/l oranlarinda MgCl, ilave edilen kiiltiir ortaminda inkiibasyonun 8.
giiniine kadar aktivitede artis meydana gelmis ve en yiiksek enzim aktivitesi degerlerine
ulagilmigtir. 0.1 mol/l MgCl; ilave edilen 6rnegin 8. giinde ulagtig1 aktivite degeri (0.14
U/ml) kontrol 6rneginin 6. giinde ulastig1 en yiiksek enzim aktivitesi (0.072 U/ml) ile
kiyaslandiginda yaklasik 2 katlik bir artisin saglandigi belirlenmistir (p<0.05). Ayrica

0.05 mol/l MgCl; ilave edilen 6rnekte inkiibasyonun 8. giinlinde aktivitede kontrole
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gore yaklagik 1.7 katlik bir artis meydana geldigi goriilmiistiir (p<0.05). Yiiksek MgCl,
konsantrasyonunda ise (0.2 mol/l) inkiibasyonun tiim siirelerinde artan enzim aktivitesi
10. giinde en yiiksek diizeye (0.072 U/ml) ulagsmis, ancak kontrol 6rnegi ile benzer
aktivite sonucu vermistir (p>0.05). MgCl; ilave edilen kiiltiirlerin inkiibasyon siiresince
biyokiitle miktarlarindaki degisim incelendiginde 0.2 mol/l MgCl; ilave edilen 6rnegin
biyokiitle miktarinda ilk 8 giin daha yavas bir artisin meydana geldigi gozlenmistir
(Sekil 4.11). Yiiksek tuz konsantrasyonunun mikrobiyal gelismeyi ve biyokiitle

sentezini etkiledigi belirlenmistir.

Diisiik Na,SO,4 konsantrasyonunda (0.05 mol/l) elde edilen enzim aktivite degerleri
inkiibasyonun 10. giiniine kadar en yiiksek diizeylerde gerceklesmis olup, inkiibasyonun
8. giiniinde (0.16 U/ml) kontrol 6rneginin 6. giinde ulastigr maksimum aktivite degerine
(0.085 U/ml) kiyasla yaklasik 1.9 katlik bir artis saglanmistir (Sekil 4.10). 0.1 mol/I
Na,SO, konsantrasyonunda ise inkiibasyonun 8. giiniine kadar kontrol 6rnegi ile benzer
aktivite degeri veren Ornek inkiibasyonun 8. giiniinde aktivite degerleri artmaya devam
etmis ve kontrol 6rneginin ulagtigt maksimum degerin iizerine ¢ikmistir. Benzer sekilde
0.2 mol/l Na;SOy ilave edilen kiiltiir ise inkiibasyonun 6. giiniinde kontrole gore benzer
aktivite sonucu verirken (p>0.05), ilerleyen siirelerde aktivite artist devam ederek en
yiiksek diizeyine (0.14 U/ml) ulagmistir. Yiiksek Na,SO, konsantrasyonlarinda (0.1 ve
0.2 mol/l) inkiibasyonun 10. giiniine kadar elde edilen biyokiitle miktarlarindaki artis
daha yavas gerceklesirken, 0.05 mol/l ve kontrol Ornegindeki artis daha hizh
gerceklesmistir (Sekil 4.11). Burada da yiiksek tuz konsantrasyonlarinin mikrobiyal

gelisme ve biyokiitle {iretimi lizerinde bir miktar baskisi oldugu gézlenmistir.
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Tuzlar tarafindan olusturulan stres sartlar1 6zellikle bakterilerde ikincil metobolitlerin
sentezini uyaran regiile edici proteinlerin aktivasyonunda rol oynayarak enzim
sentezinde artis saglayabilmektedir. Diger taraftan bu gibi stres ortamlarinin mikrobiyal
gelismeyi baskiladigi da bilinmektedir (Zhang ve ark., 2012b). Streptomyces tiirleri
tarafindan Onciil enzimler (pro-mTG) olarak sentezlenen mTG enziminin
aktiflestirilmesi amaci ile sentezlenen proteaz enzimleri de tuz stresi altinda kontrol
edilebilmektedir (Zhang ve ark., 2012b). Zhang ve ark. (2012a) farkli NaCl
konsantrasyonlar1 ile yaptiklar1 ¢calismada 0.2 mol/l baslangi¢c tuz konsantrasyonunda
2.4 kat aktivite artis1 saglamislardir. Arastirmanin bir sonraki asamasinda sekiz farkli
tuz (MgCl,, NaCl, KCI, Na,SO,4, C¢HsNazO7, NasPO,4, CH3;COONa ve CaCl,) 0.2 mol/l
konsantrasyonunda besiyerine ilave edilmis ve bu tuzlarin aktivite {lizerine etkisi
incelenmistir. Calismada en yilksek mTG aktivitesi artist MgCl, varliginda
belirlenmigtir. CaCl, ve CH3COONa varliginda ise mTG iiretiminin neredeyse
sonlandig1 belirlenmistir. Nakata ve ark. (1999) ve Himabindu ve ark. (2007)
mikroorganizmalardan antibiyotik iiretimleri ile yaptiklar1 calismalarda NaCl stresinin
baz1 antibiyotiklerin sentezinde artig yaptigini bulmuslardir. Gabdrakhmanova ve ark.
(2005) Bacillus intermedius tiiriine tuz stresinin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, 1.0-
2.5 M NaCl, KCI veya disodyum siiksinat igeren besiyerinde biiyiime sirasinda tuz
baskisinin  glutamil endopeptidaz  enziminin sentezinde artisa yol actigini

belirlemislerdir.

Bakteriyel hiicrelerin oksidatif strese verdigi yanitlar ¢ogunlukla Escherichia coli ve
Salmonella Typhimurium'da ¢alisilmistir. Escherichia coli’de bir¢ok oksidatif savunma
proteinleri ve genleri bulunmustur. Bu proteinler ve enzimler H,O, veya serbest
radikallerin neden oldugu DNA hasarini onarabilmekte, hiicreleri lipid peroksidasyonu
gibi zarara kars1 koruyabilmektedir. Oksidatif hasar1 6nlemek veya onarmak i¢in bu tiir
savunma mekanizmalarinin evrimi, aerobik yasam formlarinin hayatta kalmasi icin
kritik 6neme sahiptir. Hiicrelere diisiik dozlarda H,O; veya radikal iireten oksitleyicilere
maruz birakmak savunma proteinlerinin uyarilmasini saglamaktadir (Lee ve ark., 1993).
Benzer mekanizmalarin mTG enziminin veya pro-mTG aktiflestirilmesinde goérevli

proteolitik enzimlerin sentezinin uyarilmasi i¢in de gecerli olabilecegi diisiintilmektedir.
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Kimyasal stres i¢in farkli konsantrasyonlarda H,O, ve EDTA ilave edilmis kiiltiir
ortaminda enzim aktivitesi kontrol 6rneginden daha diislik olarak belirlenmistir (Sekil
4.12a). Ozellikle EDTA kimyasalinin antimikrobiyal etkisinden dolay1 enzim iiretimi de
olumsuz etkilenmistir (Sekil 4.12¢). Kontrol 6rnegi en yliksek enzim aktivitesi degerine
(0.145 U/ml) inkiibasyonun 4. giiniinde ulasirken, H,0, ilave edilen kiiltiir ortaminda en
yiiksek enzim aktivite degerleri 0.1 ug/ml ve 1 pg/ml icin inkiibasyonun 6. giliniinde
sirast ile 0.130 U/ml ve 0.114 U/ml olarak gerceklesmis ve kontrole gére daha diisiik
diizeyde kalmistir (p<0.05). H,O, konsantrasyonunun artist mikrobiyal gelisme ve
biyokiitle miktarinda inkiibasyonun 8. giinline kadar 6nemli bir farklilik meydana
getirmezken (Sekil 4.12c¢), enzim aktivitesi agisindan 0.1 pg/ml HO,’ye kiyasla daha
diisiik degerler ile sonuglanmasina sebep olmustur (Sekil 4.12a). Diger taraftan besiyeri
ortamima farkli konsantrasyonlarda EDTA ilavesi inkiibasyon siiresince biyokiitle
miktarlarinda anlamli bir diisiise sebep olurken, enzim aktivite degerlerinde de 6nemli
bir azalma gozlemlenmesine sebep olmustur. EDTA gibi selatlagtirict o6zellikteki
kimyasallarin besiyerinde bulunan bazi mineralleri baglayarak gerek mikroorganizmalar
tarafindan kullanimin1 engellemesi gerekse bazi enzimlerin (pro-mTG aktiflestirici)
metal kofaktorlerinin bloke olmasindan dolayr aktivitede ve biyokiitle miktarlarinda
azalmaya sebep oldugu diisiiniilmektedir. Lee ve ark. (1993) yaptiklar1 bir ¢alismada,
Streptomyces coelicolor tiirtiniin 100 uM H,0O; ilave edilmis kiiltiir ortaminda farkli
oksidatif savunma enzimlerinin aktivitelerindeki degisimleri incelemisler ve peroksidaz
enziminde 2-4 kat, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminde %60, glutation reduktaz

enziminde ise %80’lik bir aktivite artis1 saglandigini bildirmiglerdir.
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Sekil 4.12. EDTA ve H,0, ilavesinin (a) enzim aktivitesine (U/ml) (b) spesifik aktiviteye (U/g protein)
ve (c) biyokiitle miktarina (g biyokiitle/l) etkisi
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4.4.4. Proteolitik enzim stresi

TG enzimi tarafindan proteinlerde olusturulan izopeptid baglarinin organizmada
fizyolojik 6nemi bulunmaktadir. Mikroorganizmalar tarafindan hiicrede olusturulan
capraz baglanmis yapilar Ozellikle dis enzimlere karsi oldukg¢a saglam olup,
hidrolizasyona karst korunmaktadir. Bu nedenle mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenen kilif, hiicre duvari ve ¢ekirdek proteinleri gibi yapilarin ekzojen proteolitik
enzimlere karsi korunmasinda TG enziminin 6nemli bir fonksiyonu olabilmektedir
(Mehta ve Eckert, 2005). Diger taraftan mTG enziminin organizma tarafindan onciil
formda (zimojen pro-mTG) sentezlenmesi, enzimin aktiflestirilmesinde organizmanin
sentezledigi endoproteazlara ihtiya¢ duymaktadir. In vitro sartlarda yapilan ¢aligmalarda
ozellikle sig1r tripsini, intestinal kimotripsin gibi bazi enzimler tarafindan inaktif mTG

enziminin aktiflestirilmesi gergeklesebilmektedir (Zotzel ve ark., 2003).

Farkli enzim stres kosullarinda 6l¢iilen mTG aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g
protein) degerleri ve biyokiitle miktarlar1 (g biyokiitle/l) Cizelge EK-D.5’de verilmistir.
Tripsin enzim soliisyonunun inkiibasyonun 2. giiniinde besiyerine ilave edilmesi ile
kontrol 6rnegine gore enzim aktivitesinde 6nemli bir artis (1.29 kat) saglanmistir (Sekil
4.13a). Diger taraftan pepsin enzimi ilavesi ise aktivitede diisiise sebep olmustur. Tiim
ornekler inkiibasyonun 4. giiniinde en yiiksek enzim aktivitesi degerlerine ulasmislardir.
Tripsin (2.giin) ilave edilen 6rneklerin inkiibasyonun 4., 6., 8. ve 10. giinlerinde ulastigi
enzim aktivite degerleri diger orneklere kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Kontrol 6rneginde inkiibasyonun 4. giinlinde ulasilan en yiiksek aktivite degeri (0.145
U/ml) pepsin ilave edilen orneklerde ulagilan en yiiksek aktivite degerinden daha
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Tripsin (baslangig) Orneginde ise inkiibasyonun 4.
giiniinde kontrol O0rneginde ulasilan aktivite degeri ile benzer sonug¢ elde edilmistir
(Sekil 4.13a). Enzim ilave edilen Orneklerde inkiibasyon siiresince biyokiitle
miktarlarinda 6nemli bir farklilik meydana gelmedigi ve inkiibasyonun bitiminde
kontrol 6rneginin biyokiitle miktarinda enzim ilave edilen 6rneklere kiyasla daha fazla
bir ylikselmenin meydana geldigi belirlenmistir (Sekil 4.13c). Ortama ilave edilen
proteolitik enzimlerin kiiltlir ortaminda mTG enzim aktivitesi disinda diger proteinlerin
sentezinde anlamli bir etki olusturmadigi bu yilizden spesifik aktivitesi degerlerinin

enzim aktivite degerlerinde oldugu gibi benzer davranis sergiledigi gozlenmistir (Sekil
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4.13b). Sonug olarak 6zellikle inkiibasyonun 2. giiniinde kiiltiir ortamina tripsin enzimi
ilavesi ile mTG aktivitesinde kontrol 6rnegine gore meydana gelen artigin, proteolitik
enzimlerin Onciil pro-TG enziminini aktiflestirilmesi veya hiicrenin kendini koruma

mekanizmasi kapsaminda oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.13. Pepsin ve tripsin enzimlerinin (a) enzim aktivitesine (U/ml) (b) spesifik aktiviteye (U/g
protein) ve (c¢) biyokiitle miktarina (g biyokiitle/l) etkisi
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4.5. Mikrobiyal TG Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Kiiltiir ortaminda firetilen mTG enziminin kismi saflastirma sartlarinin belirlenebilmesi
icin farkli parametrelerde (stire, tuz-alkol konsantrasyonu) gergeklestirilen ¢oktiirmeler
sonras1 enzim aktivitesinde meydana gelen degisimlere ait deneysel sonuclar EK-E’de
verilmigtir. Tuzla ¢oktiirme (deristirme) islem kosullarinin belirlenmesi amaciyla siire,
tuz doygunluklar1 ve alkol konsantrasyonlar1 degistirilerek gerceklestirilen islemlerde,
aktivitenin korundugu ve en 1iyi saflastirma etkinliginin saglandigi sartlarin belirlenmesi
hedeflenmistir. Enzimlerin saflastirilmasinda ilk basamagi olusturan c¢oktiirme
islemlerinden (tuz, alkol, izoelektrik ¢oktiirme vb.) enzimler i¢in en elverisli olanin

amonyum siilfat ¢oktiirme teknigi oldugu bilinmektedir (Cui ve ark., 2007).

4.5.1. Amonyum siilfat [(NH4),SO,] ile ¢oktiirme

Farkli tuz doygunluk derecelerinde ve siirelerde gerceklestirilen ¢oktiirme islemlerinde,
%90 tuz doygunlugunda c¢oktiirme siiresi arttikga (4. saat hari¢) enzim aktivitesinde
Oonemli bir azalma meydana gelirken, diger tuz doygunluklarinda (%80, 70 ve 60)
bekleme siiresi arttikca aktivitedeki kaybin daha az oldugu veya hi¢ olmadig
gdzlenmistir (Sekil 4.14 ve Cizelge 4.1). Ozellikle %80 doygunlukta gergeklestirilen
¢coktiirme isleminde 1 saatlik uygulamada aktivitedeki kayip (%37.12) ¢oktiirme
etkinligindeki yetersizlik sebebiyle fazla gergeklesirken diger siirelerde (2, 3, 4 ve 6
saat) aktivite biiyiik oranda korunmus ve benzer verim sonuglar1 (~%94 verim) elde
edilmistir (p>0.05). En yiiksek aktivite geri kazanimimin saglandigi uygulama %80 tuz
doygunlugundaki ¢oktiirme islemlerinde (1 saat hari¢) elde edilmistir. %90 tuz
doygunlugunda 1 saatlik ¢oktiirme denemesinde %88.33 (£1.60) verim elde edilirken,
yiiksek tuz konsantrasyonunun enzimler lizerindeki olumsuz etkisinden dolayz, ilerleyen
coktlirme siirelerinde hizli bir aktivite kaybinin meydana geldigi goriilmiistiir. %70 tuz
doygunlugunda gerceklestirilen ¢oktiirme uygulamasinda 1, 2, 3 ve 4 saatlik
uygulamalarda aktivite geri kazanimi ~%054-60 oraninda elde edilirken, 6 saatlik
coktiirmede daha yiliksek oranda verim (%85.84+4.65) elde edilmistir. %60 tuz
doygunlugunda gerceklestirilen ¢oktiirme denemelerinde aktivitenin biiyiik oranda tiim

stirelerde kaybedildigi goriilmektedir (~%6-12 verim) (Cizelge 4.1). Disiik tuz
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konsantrasyonlarinin enzimlerin ¢oktiiriilmesinde yetersiz kalmasindan dolay1r bu

sonuglarin elde edildigi diistiniilmektedir.
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0,008
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0,000 — — — —
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Sekil 4.14. Farkli tuz doygunluk derecelerinde ¢oktiirme islemlerinin enzim aktivitesine (U/ml) etkisi

Coktiirme islemlerinin enzim proteinlerindeki geri kazanim ve saflastirma etkinligine
etkisi incelendiginde (Cizelge 4.1), en yiiksek saflagtirma katsayis1 degerine (1.23+0.01)
%80 tuz konsantrasyonunda 4 saatlik ¢coktlirme isleminde ulasildig1 belirlenmistir. %80
tuz doygunlugunda 2, 3 ve 6 saatlik ¢oktiirme islemlerinde elde edilen saflastirma
katsayilarinin birbirine yakin oldugu belirlendiginden, yapilan tez ¢aligmasi kapsaminda
aktivitenin en iyi korundugu ve saflagtirmanin en etkin yapildig1 parametre olarak %80
tuz doygunlugunda 2 saatlik ¢oktiirme islemi se¢ilmistir. Secilen saflastirma kosulunda

elde edilen 6rnekler enzimin karakterizasyonu asamasinda kullanilmistir.
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spesifik aktivite (U/g protein) ve saflastirma katsayis1 degerleri

Cizelge 4.1. Farkli tuz doygunluk derecelerinde ¢oktiirme sonrasi verim (%), toplam protein (ng/ml),

Tuz Doygunluk C(;lgirs?e Verim Toplam protein  Spesifik aktivite Saflagtirma
(%) (saat) (%) (pg/ml) (U/g protein) katsayis1

GNB besiyeri - 100.00(=0.00)  65.02(+0.23) 147.28(1.00) 1.00(£0.00)

1 88.33(x1.60) 49.06(+1.06) 172.56(6.83) 1.17(x0.05)

2 77.00(+1.63) 49.24(+0.32) 149.79(+4.15) 1.02(20.03)

90 3 72.04(+1.86) 45.94(+1.06) 142.91(+0.42) 0.97(0.00)
4 74.98(+4.01) 49.15(0.87) 146.01(5.22) 0.99(0.04)

6 62.67(+2.34) 53.09(x0.23) 113.02(3.74) 0.77(0.03)

1 62.88(+0.14) 50.20(x1.01) 120.00(2.68) 0.81(0.02)

2 93.21(+0.82) 51.30(+1.38) 165.67(+2.99) 1.18(0.02)

80 3 92.77(+2.46) 50.34(0.14) 167.94(+4.00) 1.14(x0.03)
4 93.66(+1.12) 49.70(+0.23) 171.76(1.26) 1.23(0.01)

6 94.63(3.13) 52.95(0.37) 162.91(+6.52) 1.16(0.05)

1 54.19(+0.60) 42.72(+0.87) 121.47(x1.13) 0.82(+0.01)

2 55.15(1.99) 45.98(+0.46) 114.90(+5.28) 0.78(0.04)

70 3 59.65(+3.23) 48.55(+0.46) 117.61(5.26) 0.80(+0.04)
4 60.40(+3.41) 46.72(+0.64) 123.92(+8.69) 0.84(+0.06)

6 85.84(+4.65) 46.17(0.83) 177.94(+6.46) 1.21(0.04)

1 6.67(x0.21) 40.75(+0.64) 15.67(+0.25) 0.11(=0.00)

2 10.50(0.64) 43.09(+0.50) 23.33(£1.15) 0.16(+0.01)

60 3 5.93(+0.25) 36.53(+0.28) 15.53(0.53) 0.11(0.00)
4 5.96(+0.78) 31.12(+0.55) 18.39(+2.73) 0.12(0.02)

6 11.50(+0.92) 36.94(+0.78) 29.76(+1.76) 0.20(0.01)

Amonyum siilfat prespitasyonu mTG enziminin kismi saflastirilmasinda ve konsantre
edilmesinde kullanilmaktadir. S. ladakanum tiirinden elde edilen mTG’in %55-75
doygunlukta amonyum siilfat tuzu ile kismi saflastirilmasi yapilarak en iyi verim %65
doygunlukta elde edilmistir (Tsai ve ark., 1996). El-Hofi ve ark. (2014) bitkisel bir
kaynaktan (Rosmarinus officinalis L.) elde ettikleri TG enzim ekstraktini %20-30
doygunlukta amonyum siilfat tuzu ile muamele ettikleri ¢alismalarinda %32.34 verim
elde ederken spesifik aktivitede 1.68 katlik bir artig saglamislardir. Noda ve ark. (2013)
farkli S. lividans suslarindan elde ettikleri mTG enziminin saflastirilmasi asamasinda
besiyerinde amonyum siilfat ile ¢oktiirme islemini gergeklestirmisler ve diyaliz edilen

ornege ileri saflastirma iglemleri uygulamislardir.
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Mikrobiyal TG enziminin kismi saflagtirilmasi igin gerekli tuzla ¢oktiirme sartlari
belirlendikten sonra, daha saf enzim proteininin elde edilmesi ve saflastirma
katsayisinin arttirilmasi amaci ile ortamdaki istenmeyen proteinlerin uzaklagtirilmasini
saglamak iizere iki kademeli tuzla ¢oktiirme islemi uygulanmustir. iki kademeli tuzla
coktiirme denemelerinden elde edilen enzim aktivitesi (U/ml), toplam protein igerigi
(ng/ml), spesifik aktivite (U/g protein), verim (%) ve saflastirma katsayisi sonuglari
Cizelge 4.2°de verilmistir. Enzim ¢ozeltilerinin %30 tuz ile 6n ¢oktiirme islemine tabi
tutulmast ile aktivitede yaklasik %6.50°lik bir kayip goriilmiistiir. On ¢oktiirme sonrasi
enzim ¢ozeltileri %80 ve %90 doygunlukta tuz ile ¢oktiiriilmiis ve aktivitenin baslangig
enzim aktivitesine gore yaklasik %83 oraninda korundugu belirlenmistir. Tki kademeli
¢oktiirme isleminde aktivitenin korunma oram tek kademeli ¢oktiirme islemi ile yakin
olmasina ragmen saflastirma katsayilarinin (~1.08) daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Sonug olarak enzim sivisindaki proteinlerin iki kademeli olarak ¢oktiiriilmesi islemi
enzim aktivitesinin korunmasinda basarili olurken saflastirma katsayisinda herhangi bir

artisa sebep olmamustir.

Cizelge 4.2. Iki kademeli ¢oktiirme sonrasi verim (%), toplam protein (ug/ml), spesifik aktivite (U/g
protein) ve saflagtirma katsayisi degerleri

Tuz Célftﬁrme Aktivite Verim Spe_5|f|k Toplam protein  Saflagtirma
Konsantrasyonu Siiresi (U/ml) (%) aktivite (ng/ml) Katsavisi
(%) (saat) (U/g protein) He Y
GNB besiyeri - 0.0091(+0.0001) 100.00(£0.00) 140.18(£2.43)  65.02(+0.23)  1.00(%0.00)
30 1 0.0006(=0.0001)  6.19(x0.86) 11.54(£1.84) 49.06(£1.06)  0.08(=0.01)
90 1 0.0076(+0.0003) 83.30(+3.54) 151.41(£9.47)  50.20(%1.01)  1.08(%0.07)
30 1 0.0006(=0.0002)  6.90(x1.72) 12.89(£3.46) 49.06(£1.06)  0.09(=0.02)
80 2 0.0075(x0.0004) 82.36(x4.10) 149.74(x10.46) 50.20(=0.99) 1.07(+0.07)

4.5.2. Alkol ile Coktiirme

GNB besiyerindeki proteinlerin ve enzimlerin farkli alkol konsantrasyonlarinda (%50-
80) coktiiriilmeleri sonucu elde edilen aktivite (U/ml), verim (%), spesifik aktivite (U/g
protein), saflastirma katsayis1 ve toplam protein (png/ml) miktarlarina ait sonuglar
Cizelge 4.3 ve Sekil 4.15’te verilmistir. Fermantasyon sonrasi biyokiitleden arindirilmis
besiyeri sivisinin artan konsantrasyonlarda alkol ile farkli siirelerde muamele edilmesi
sonucu enzim aktivitesinin en iyi korundugu alkol konsantrasyonu %80 olarak

belirlenmis olup bu konsantrasyonda 4 ve 6 saatlik ¢oktiirme siirelerinde verim sirasi ile
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%95.16 (£2.39) ve %98.72 (+2.13) olarak belirlenmistir (p>0.05). Alkol ile ¢oktiirme
asamasinda elde edilen en yiiksek verim degerinin amonyum siilfat ile ¢oktiirmede elde
edilen en yiiksek verim (~%94) degeri ile benzer oldugu belirlenmistir. Bu durum alkol
ile ¢oktiirme isleminin mTG enziminde benzer bir aktivite kaybia sebep oldugu
sonucunu ortaya koymaktadir. Genel olarak diisiik alkol konsantrasyonlarinda (%50, 60
ve 70) ve kisa siirelerde (1 ve 2 saat) elde edilen verim degerlerinin daha diisik
diizeylerde kaldig1 goriilmiistiir. Orneklerden alkolle ¢oktiirme sonrasi elde edilen
saflastirma katsayilar1 incelendiginde verim sonuglari ile paralel sekilde %80 alkol
konsantrasyonunda 4 ve 6 saatlik ¢oktliirme islemlerinde sirasi ile 0.95 (£0.03) ve 1.00
(£0.02) degerleri elde edilmistir. Alkol ile ¢oktiirmede ulasilan en yiiksek saflastirma
katsay1 degerinin, %80 amonyum siilfat ¢oktiirmede elde edilen en yiiksek saflagtirma
katsayisindan (1.23+0.01) daha diisiik oldugu belirlenmistir (p<0.05). Alkol ile
coktiirme isleminin Ozellikle besiyerinde bulunan tiim proteinlerin daha az bir
secicilikle ¢okmesine neden olarak mTG enziminin safligini  olumsuz yodnde
etkilemistir. Benzer sekilde Cui ve ark. (2007) %70 etil alkol ile besiyerinden mTG
enzimini saflastirdiklar1 ¢alismada %85 verime ulasirlarken, saflagtirma katsayisint 2

olarak belirlemislerdir.
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Sekil 4.15. Farkl alkol konsantrasyonlarinda ¢oktlirme islemlerinin enzim aktivitesine (U/ml) etkisi
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spesifik aktivite (U/g protein) ve saflastirma katsayis1 degerleri

Cizelge 4.3. Farkli alkol konsantrasyonlarinda ¢oktiirme sonrasi verim (%), toplam protein (png/ml),

Alkol

Coktiirme

Konsantrasyonu Siiresi V%rim Toplam protein  Spesifik akti_vite Saflagtirma
%) (saat) (%) (ng/ml) (U/g protein) katsayist

GNB besiyeri - 100.00(£2.23)  77.71(x0.22) 2090.93(+52.72)  1.00(+0.03)

1 81.40(£3.72)  76.36(£0.34)  1732.26(+86.81)  0.83(+0.04)

2 91.97(x1.01)  78.04(£0.11)  1914.70(#23.78)  0.92(+0.01)

80 3 86.77(+2.82)  76.75(+0.17)  1836.78(+63.66)  0.88(+0.03)

4 95.16(+2.39)  78.16(+0.34)  1978.46(+58.25)  0.95(+0.03)

6 98.72(+2.13)  76.42(£0.06)  2098.98(+43.66)  1.00(+£0.02)

1 37.55(+0.58)  77.20(%0.06) 790.16(+12.88) 0.38(+0.01)

2 61.31(+1.91)  81.58(+0.51)  1220.67(+30.54)  0.58(+0.01)

70 3 71.99(+1.12)  77.03(£0.11)  1518.27(+21.33)  0.73(+£0.01)

4 82.41(+3.03)  79.28(+0.11)  1688.67(+59.69)  0.81(+0.03)

6 82.25(+4.25)  82.76(£0.22)  1614.34(%79.09)  0.77(+0.04)

1 46.26(+4.84)  80.63(+0.11) 932.36(+98.76) 0.45(+0.05)

2 54.13(+3.88)  78.16(+0.11)  1125.35(+82.28)  0.54(+0.04)

60 3 74.97(£0.16)  80.52(+0.11) 1512.69(+5.33) 0.72(+0.00)

4 71.40(+£0.00)  80.69(+0.17) 1437.82(+3.00) 0.69(=0.00)

6 77.04(£0.21)  80.46(+0.17) 1555.59(+1.03) 0.74(0.00)

1 57.16(+2.45)  66.02(£0.34)  1406.33(+52.99)  0.67(+0.03)

2 67.84(+0.48)  73.78(x0.11)  1494.08(+12.81)  0.71(+0.01)

50 3 88.31(+0.64)  76.58(+0.34) 1873.36(+5.29) 0.90(+0.00)

4 71.78(+4.41)  78.27(£0.22)  1489.66(+87.30)  0.71(+0.04)

6 86.07(+3.93)  80.40(=0.11)  1739.16(%77.05)  0.83(+0.04)

4.5.3. Diyaliz islemi

Amonyum siilfat ile c¢oktiirme denemelerinde elde edilen kosullarda (%80 tuz
doygunluk, 2 saat) gerceklestirilen kismi saflastirilmis ¢okeltilerdeki tuzlarin ve kiigiik
molekiillerin uzaklastirilarak daha saf bir enzim elde edilmesini saglamak amaci ile
diyaliz islemi uygulanmistir. Diyaliz islemleri i¢in iki farkli teknik (ultra-filtrasyon ve
klasik diyaliz torbasi) denenmis ve en uygun diyaliz yontemi ve sartlart belirlenmistir.
Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan tiim kii¢iik molekiilleri uzaklastirmak igin
basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlar ve diger kiigiik
molekiilleri ortamdan uzaklastirmakta kullanilir. Ayrica biyolojik molekiillere zayif bir
sekilde bagli olan kii¢iik iyonlar1 ve molekiilleri de bu yontemle ortamdan

uzaklastirmak miimkiindiir (Ozler, 2009).
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Tuzla c¢oktiiriilmis Orneklerde diyaliz iglemi ilk olarak ultra-filtrasyon tiipleri
kullanilarak  gerceklestirilmistir. Enzim c¢ozeltisi olarak GNB besiyerinde S.
mobaraensis fermantasyonu ile elde edilen sivi, santrifiij islemlerinden gegirildikten
sonra toplanan 10 mI’lik iist faz (0.0088 U/ml ve 131.006 U/g protein) tuzla ¢oktiirmede
ham enzim sivisi olarak kullanilmistir. Cizelge 4.4 incelendiginde ultra-filtrasyon
tiipleri ile gerceklestirilen diyaliz basamaginda baslangi¢ enzim ¢ozeltisinin aktivitesi
tuzla ¢Oktiirme basamagindan sonra %96.24 oraninda korunurken ultra-filtrasyon
tiiplerinde gergeklestirilen diyaliz islemi sonrasinda ise bu oran %72.95’e diismiistiir
(p<0.05). Benzer sekilde spesifik aktivite degeri tuzla ¢oktiirme sonrasma (171.71 U/g
protein) gore daha diisiik degerde (147.94 U/g protein) bulundugu igin saflagtirma
katsayis1 1.14 olarak gergeklesmistir. Klasik diyaliz torbasi ile gerceklestirilen islemde
ise %80 verim ve 1.25 saflagtirma katsayisi elde edilmistir. Ando ve ark. (1989) sivi
besiyerinden mTG enziminin konsantre edilmesinde kullandiklar1 ultra-filtrasyon

teknigi ile %92 verim elde ettiklerini bildirmislerdir.

Cizelge 4.4. Ultra-filtrasyon ve diyaliz torbast ile diyaliz iglemlerinden elde edilen veriler

. Toplam protein Spesifik .
Uygulama '?Sglr;/]llt)e miktari Aktivite V?O;I T)TI S;f;?::fl‘;‘la
(ng/ml) (U/g protein) 0 Y
Enzim ¢6zeltisi 0.0088 67.00 131.01 100.00 1.00
(GNB) (+0.00) (+0.00) (+0.00) : (+0.00)
0.0085 49.24 171.71 131
Tuz ¢oktiirme (£0.00) (+0.32) (#1.12) 96.24 (£0.01)
. 0.0064 43.39 147.94 114
* -
Ultra-filtrasyon 5 60y (+1.03) #3.51) 7295 (0.01)
- 0.0070 42.75 163.76 1.25
%
Diyaliz torbast (£0.00) (£0.97) (£2.65) 80.00 (+0.01)

*Tuz ¢Oktiirme, ultra-filtrasyon ve diyaliz sonrasi ilk hacmine tampon ile tamamlanmig 6rneklere ait verilerdir.

4.6. Kismi Saflagtirilmis mTG Enziminin Karakterizasyonu

4.6.1. Enzimin molekiiler agirh@imn belirlenmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz islemleri ile kismi olarak besiyerinden
saflagtirilan mTG enziminin elektroforetik olarak molekiiler agirliginin belirlenmesi
amaci ile gergeklestirilen SDS-PAGE analizinden elde edilen goriintii Sekil 4.16°da
verilmigtir. Kismi saflagtirilmis mTG enzimine ait jel iizerindeki hat (1) incelendiginde
~37 kDa molekiiler agirliga sahip bir bant belirlenmistir. Ayrica bu hat {izerinde daha
diisiik molekiiler agirhiga sahip, 10-30 kDa araliginda i¢ i¢ce gegmis protein bantlari
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gozlemlenmektedir. Bu durum kismi saflagtirilmis enzim ¢ozeltisi icerisinde mTG
enzimi disindaki bir¢ok kiigiik protein fraksiyonunu isaret etmektedir. Diger taraftan
referans olarak jele yiiklenen ticari mTG enzimine ait hat (2) incelendigine ~41 kDa
molekiiler agirhigma sahip bir bant izlenmistir. Ticari enzimden elde edilen bandin
molekiiler agirliginin besiyerinden saflagtirilan mTG enziminin molekiiler agirhigindan
biraz daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica jeldeki ticari enzim 6rnegine ait hattin
daha temiz bir bant verdigi belirlenmistir. Kismi saflastirilmis mTG enzim ¢dzeltisinin
dondurarak kurutma yontemi ile konsantre edilerek jele yliklenmesine ragmen,
cozeltideki enzim konsantrasyonunun c¢ok diisitk olmasi sebebi ile jel iizerinde daha
keskin ve belirgin protein bantlar1 elde edilememistir. Ornege ait jel goriintiisii
incelendiginde mTG enziminin zimojeni olan pro-TG formuna ait herhangi bir belirgin
bant gozlemlenmemistir. Yapilan bazi c¢aligmalarda mTG iiretimlerinde besiyeri
ortaminda farkli molekiiler agirliga sahip pro-TG formlari belirlenmistir (Zhang ve ark.,
2009). Zhang ve ark. (2012a) S. mobaraensis kiiltiirii ile MgCl, iceren besiyerinde
tirettikleri mTG enzimini elektroforezde incelediklerinde enzimin molekiiler agirligini
39 kDa olarak belirlemisler ve daha yiiksek molekiiler agirlikli olan (45 kDa) pro-TG
formunu da gézlemlemislerdir. Nagy ve Szakacs (2008) farkli Streptomyces tiirlerinden
(S. mobaraensis NRRL B-3729, S. platensis NRRL 2364, S. paucisporogenes ATCC
12596) kat1 hal fermantasyonu ile iirettikleri mTG enziminin molekiiler agirligin1 ~37
kDa, pro-TG formunu ise 42 kDa olarak belirlemislerdir. Langston ve ark. (2007) S.
mobaraensis ve S. platensis tiirleri tarafindan {iretilen mTG enzimlerinin molekiiler
agirliklarinin ise siras1 ile 37 kDa ve 38 kDa oldugunu bildirmislerdir. Ando ve ark.
(1989) Streptoverticillium S-S112 susundan irettikleri mTG enziminin molekiiler
agirhgini 40 kDa olarak belirlemisler ve enzimin monomerik bir yapida oldugunu

bildirmislerdir.
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41 kDa
37 kDa

Sekil 4.16. Kismi saflagtirtlmis mTG enzimine ait SDS-PAGE elektroforez goriintiisii. Kismi
saflastirilmis mTG enzimi (hat 1), ticari mTG enzimi (hat 2), molekiiler agirhik standardi
(hat S)

4.6.2. Enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Michaelis-Menten denklemi bir hiperbol seklindedir ve maksimum hiz (Vmax) Ve
Michaelis-Menten sabiti (Ky) olmak tizere iki parametreye sahiptir. Vmax genellikle
enzimin substratla tamamen doymasi halinde gdzlemlenen hizi tarif etmek iizere
yorumlanir. Vi degeri hem enzim konsantrasyonu hem de katalitik hiz sabitinin bir
fonksiyonudur. K, enzim-substrat etkilesiminin afinitesinin bir 6l¢iistidiir. Daha kii¢iik
bir Ky, degeri, enzim ve substrat arasinda daha yiiksek bir affinite oldugunu gosterir ve
bu, reaksiyon hizinin Vpya’a daha hizli ulastigi anlamina gelir. Bu nedenle her bir
parametre, ilgili enzimin 6zelliklerine baglh olarak iyi tanimlanmis bir fiziksel anlama
sahiptir. Bir enzim ile ¢alisirken, Vmax Ve K degerlerini 6lgmek oldukga faydalidir.
Prensip olarak, Vimax Ve Ky, degerleri iki farkli substrat konsantrasyonunda (S) hiz (V)
olgiilerek belirlenir ve iki bilinmeyenin ¢oziimiine olanak veren iki farkli denklem
iiretilebilir. Bircok enzim basit Michaelis-Menten kinetigi gostermediginden, hangi
matematiksel modelin daha dogru oldugunu belirlemek i¢in daha fazla veri analizi
gerekmektedir. Enzim kinetiginin belirlenmesinde bu yiizden bir dizi substrat
konsantrasyonu i¢in reaksiyon hizi 6l¢iilir ve daha sonra Vmax ve Ky degerlerini
belirlemek i¢in tiim veriler kullanilir. Veriyi iki boyutlu bir denkleme uydurmak i¢in
kabul edilen yontem, teorik degerlerden bagimli degiskenin sapmalarini en aza indiren

parametreleri hesaplamaktir. En kiigiik kareler lineer regresyon analizi, herhangi bir veri
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kiimesi i¢in egimin ve y-eksen kesisiminin tam olarak hesaplanmasini saglamaktadir.
Ancak, bircok matematiksel modelde oldugu gibi Michaelis-Menten denklemi dogrusal
bir denklem degildir ve ¢ogu dogrusal olmayan denklemde oldugu gibi parametreler
herhangi bir veri kiimesi i¢in tam olarak hesaplanamamaktadir. Enzimatik reaksiyon
verilerini analiz etmek i¢in ¢esitli lineerizasyon yaklagimlar: gelistirilmistir. 1934'te
Hans Lineweaver ve Dean Burk tarafindan Michaelis-Menten denklemi yeniden
diizenlenmistir. Bu denklemde 1/V'ye karst 1/(S) ile ¢izilen grafik dogrusaldir. Elde
edilen dogrunun egimi (Km/Vmax) Ve y-ekseni kesisim noktasi (1/Vmax Olan) Kinetik
parametrelerin hesabina olanak tanimaktadir (Schulz, 1994; Schnell ve Maini, 2003).

Tez calismasinda, artan substrat (Z-GIn-Gly) konsantrasyonunun enzim aktivitesine
etkisi pH 6.0°da 37°C’de belirlenmistir (Sekil 4.17). Michaelis-Menten grafigi
incelendiginde, enzimin artan substrat konsantrasyonuna karsi aktivitesinde lineer bir
artis oldugu goriilmekte ve bu durum reaksiyonun 1. dereceden kinetik gosterdigini
aciklamaktadir. Michaelis-Menten parametrelerinin belirlenmesinde lineer regresyon
metodu (Lineweaver-Burk) kullanilmis ve Michaelis sabiti (Kp) ve maksimum hiz
(Vmax) degerleri hesaplanmustir (Sekil 4.18). Deneysel verilerden elde edilen
Lineweaver-Burk grafiginde yiiksek korelasyon katsayisi (%99.51) elde edilmistir.
Belirli bir enzim konsantrasyonunda maksimum hizi temsil eden Vma degeri kismi
saflagtirilmis mTG enziminde 0.350 U/ml olarak bulunmustur. Saflastirma islemleri
sirasinda Ozellikle aktif merkezi de meydana gelen hasarlar enzimlerde reaksiyon
hizinin ve Vpax degerinin azalmasina sebep olabilmektedir (Estevinho ve ark., 2013).
Tez calismasinda kismi olarak saflastirilan enzimin Ky, degeri ise 6.350 mM olarak
hesap edilmistir. Cui ve ark. (2007) S. hygroscopicus susu ile drettikleri enzimi
kromatografik olarak saflastirdiklar1 ¢alismada enziminin Vpax degerini 1.28 U/ml, K,

degerini ise 54.69 mM olarak belirlemislerdir.
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ekil 4.17. Kismi saflastirilmis mTG enzim aktivitesi tizerine substrat (S) konsantrasyonunun etkisi
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Sekil 4.18. Kismi saflastirilmis mTG enzim aktivitesi iizerine substrat (S) konsantrasyonunun etkisi
(Lineweaver—Burk grafigi) (X ekseni kesim noktast -1/Kp,, Y ekseni kesim noktast 1/V yax)

4.6.3. Enzim aktivitesi ve stabilitesine pH ve sicakhigin etkisi

Mikrobiyal TG enziminin optimum c¢alisma pH aralig1 5.0-7.0 ve izoelektrik noktas1 pH
8.9-9.0 olarak bilinmektedir (Ando ve ark., 1989; Ho ve ark., 2000; Cui ve ark., 2007).
Enzimatik aktivite i¢cin optimum sicaklik 45-55°C’dir ve 70°C’de birka¢ dakikada
aktivitesinde 6nemli kayiplar meydana gelmektedir (Motoki ve Seguro, 1998).
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Mikrobiyal TG enzim aktivitesine pH’ nin etkisini belirlemek i¢in reaksiyon karigimi
farkli pH degerlerine (pH 5.0-7.0) ayarlanarak 37°C’de enzim aktiviteleri belirlenmistir.
En yiiksek aktivite degerine (0.255+0.008 U/ml) pH 5.8’de ulasilirken (p<0.05), pH 6.0
ve pH 6.2°de benzer (p>0.05) aktivite degerleri elde edilmistir (Sekil 4.19). Optimum
noktadan sonra pH degerindeki artisa bagli olarak enzim aktivitesi azalarak pH 7.0’de
0.198 (£0.003) U/ml, pH 5.0’te ise 0.208 (+0.001) U/ml degerine diigsmiistiir (p<0.05).
Alkali pH degerlerinde enzim aktivitesindeki azalma daha hizli gergeklesirken, asidik
pH degerlerinde daha yavas gerceklestigi gorilmektedir. Cui ve ark. (2007) mTG enzim
aktivitesine pH’nin etkisini inceledikleri ¢alismada optimum c¢alisma pH’sin1 6.0-7.0
olarak belirlemigler ve asidik pH degerlerinde aktivitede daha hizli bir kayip yasandigini
bildirmislerdir. Diger taraftan farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen TG enzimi
icin belirlenen optimum ¢alisma pH degerlerinin farkli oldugu goriilmiis ve B. subtilis
icin pH 8.2 olarak belirlenmistir (Suzuki ve ark., 2000). Hayvansal ve bitkisel kaynakli
TG enzimleri igin optimum pH degerleri sirasi ile 8.0 ve 7.6 olarak bildirilmistir (Zhu

ve ark., 1996).
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Sekil 4.19. Kismi saflastirilmis mTG enzim aktivitesine pH’nin etkisi

Enzim stabilitesi lizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in pH 4.0, 6.0 ve 8.0’de farkli
stirelerde bekletilen enzim ¢ozeltilerinin standart deney kosullarinda spektrofotometrik
olarak aktiviteleri belirlenmis ve kalan aktivite (%) degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.20)
(EK-F.2). Kismi saflastirilmis mTG enziminin pH 6.0’da 60 dakika inkiibasyonu
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sonucu stabilitesinde 6nemli bir kaybin meydana gelmedigi goriilmistiir (p>0.05). pH
8.0 ve pH 4.0’te ise 60 ve 30 dakika inkiibasyon sonucunda kalan aktivite degerleri
siras1 ile %49.78 ve %11.93 olarak belirlenmistir. Asidik pH degerinde (pH 4.0)
aktivitede meydana gelen kayiplar daha fazla ve hizli gerceklesirken alkali pH
degerinde (pH 8.0) daha az ve yavas gergeklesmistir (p<0.05). Ho ve ark. (2000) S.
ladakanum susundan saflastirdiklar1 mTG enziminin pH stabilitelerini incelemisler ve
pH 3.0°te %22, pH 8.0’de %68 kalan aktivite degerleri elde etmislerdir. Yapilan bagka
bir caligmada ise kromatografik olarak saflastirilmis mTG enziminin pH 4.0’te
aktivitesini tamamen kaybettigini, pH 8.0 ve pH 9.0°da ise sirasi ile %78 ve %40
korudugunu bildirmislerdir (Cui ve ark., 2007). Yapilan bu g¢alismalarda asidik pH
degerlerinde enzim stabilitesinin daha cok etkilendigi ve aktivite kayiplarinin tez
calismasinda elde edilen sonuglara benzer sekilde bu pH degerlerinde daha fazla oldugu

bildirilmektedir.
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Sekil 4.20. Kismi saflastirilmis mTG enzim stabilitesine pH’nin etkisi

Kismi saflagtirllmis mTG enziminin 30-50°C araligindaki sicakliklarda belirlenen
enzim aktivitesi degerleri incelendiginde (Sekil 4.21) en yiiksek aktivite degerinin
37°C’de 0.189 (£0.003) U/ml olarak digerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0.05). Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik degerindeki artis ile birlikte
aktivitenin azalarak 50°C’de 0.102 U/ml degerine diistiigii belirlenmistir. Cui ve ark.

(2007) mTG enziminin en iyi calistigi sicaklik derecesini 37-45°C olarak
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belirlemislerdir. Ancak bazi arastiricilar 6zellikle S. mobaraensis suslarindan elde
edilen enzimler i¢in optimum sicakligin 55-60°C oldugunu bildirmislerdir (Ando ve

ark., 1989; Ho ve ark., 2000).
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Sekil 4.21. Kismi saflastirilmis mTG enzim aktivitesine sicakligin etkisi

Mikrobiyal TG enziminin farkli sicakliklarda termal stabilitesi incelendiginde (Sekil
4.22) (EK-F.1) 40°C’de 1500 dakika ve 45°C’de 600 dakikada kalan aktivite degerleri
sirast ile %8.37 ve %7.93 olarak hesaplanmistir. Enzim 40°C’de 300 dakikada
aktivitesini bliylik oranda (%83.25) korumay1 basarmistir. Diger taraftan mTG enzimi
50°C’de 125 dakika ve 55°C’de 55 dakikada aktivitesini ¢ok hizli bir sekilde
kaybederek sirast ile %11.13 ve %7.38 kalan aktivite degerleri elde edilmistir (Sekil
4.22). Isil siddet artisinin enzim proteininde meydana getirdigi konformasyonal

degisimler sonucunda aktivitede kayiplar gézlenmistir.

Mikrobiyal TG enziminin 1s1l stabilitesi 6zellikle enzimin gida proseslerinde dayanimini
ve etkinligini belirleyen temel parametreler arasinda yer almaktadir. Ho ve ark. (2000)
saflastirdiklari mTG enziminin farkli sicakliklardaki aktivitesi {izerine yaptiklari
calismada 60°C’de kalan aktivitenin yaklasik %45 oldugunu belirlemislerdir. Nagy ve
Szakacs (2008) farkli Streptomyces spp. kullanarak ultra-filtrasyon teknigi ile elde
ettikleri mTG’ nin farkli sicakliklardaki (25-70°C) aktivite kayiplarini incelemisler ve
70°C’de kalan aktivite degerlerini %0-10 olarak saptamislardir. Lu ve ark. (2003) S.
mobaraensis enziminin 40°C’de 10 dakika stabil kaldigini, ancak 60°C’de 10 dakika
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uygulama sonrasinda kalan aktivitenin %6 oldugunu belirlemislerdir. Cui ve ark. (2007)
yaptiklar1 ¢alismada 30 dakikada 40°C ve 60°C’de kalan aktivitenin siras1 ile %80 ve

%7 oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 4.22. Kismi saflastirilmis mTG enzim stabilitesine sicakligin etkisi

4.6.4. Enzim aktivitesine metal iyonlarinin ve EDTA’nin etKisi

Mikrobiyal TG enzimi 3 boyutlu yapilari incelendiginde aktif merkezinde asparajin,
sistein ve histidin gibi aminoasitlerinden olustugu i¢in ¢inko (Zn*?), kursun (Pb*?),
lityum (Li*?), bakir (Cu*?) gibi agir metallerin aktif merkezde yer alan tiyol gruplarina
baglanarak enzimi inhibe ettikleri bilinmektedir (Ho ve ark., 2000; Macedo ve ark.,
2010). Diger taraftan kobalt (Co*?), baryum (Ba™), potasyum (K") gibi iyonlar

tarafindan ise aktivite artirilabilmektedir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014).

Enzim aktivitesinin  0l¢iildiigli reaksiyon ortamina ilave edilen 1 mM
konsantrasyonundaki metal iyonlarmin ve EDTA’nin kontrol 6rnegine gore enzim
aktivitesinde meydana getirdigi etkiler Sekil 4.23’te ve EK-F.3’de verilmistir. Kismi
saflagtirtlmis mTG enziminin EDTA bulunan ortamda aktivitesinde anlamli artis
(%122.35) oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ekren (2013) yaptiklari calismada EDTA nin
fitaz enzim aktivitesinde az da olsa artisa (%15-22) neden olmasini, reaksiyon
ortaminda enzim aktivitesini azaltan muhtemel metalleri baglamasi ile agiklamislardir.

Ozellikle hayvansal ve bitkisel kaynakli bazt TG enzimlerinin Ca*? bagimli olmasi ve
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kofaktore ihtiyag gostermesinden dolayr bu gibi enzimlerin EDTA gibi selatlastirici
ajanlar karsisinda aktivitelerinin azalmasina neden oldugu bilinmektedir (Ho ve ark.,
2000). Benzer sekilde El-Hofi ve ark. (2014) yaptiklari ¢alismada, saflastirilmis bitkisel

TG enziminin EDTA gibi selatlastirict ajanlar tarafindan aktivitesinin inhibe edildigini

11,
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Sekil 4.23. Metal iyonlarinin ve EDTA’nin mTG enzim aktivitesine etkisi

Metal iyonlar ile gergeklestirilen analizlerde 6zellikle Zn*? iyonu enzim aktivitesinin
tamamma yakimnin (%4.82) kaybolmasina sebep olmustur. Co*? ve Fe*? metal
iyonlarinda ise sirast ile %71.17 ve %69.17 kalan aktivite degerleri elde edilmistir
(Sekil 4.23). Bu durum metaller tarafindan enzimin aktif merkezinde bulunan sistein
kalintilarinin oksidasyonu ile agiklanmaktadir (Kieliszek ve Misiewicz, 2014; Motoki
ve Seguro, 1998). Cui ve ark. (2007) Co* ve Fe*? iyonlari ile yaptiklar1 bir ¢calismada
mMTG enziminin kalan aktivite degerlerini %90.8- %10.3 olarak bulurken, Ho ve ark.
(2000) ise %44.6 - %91.7 olarak bulmuslardir.

Kalsiyum bagimli hayvansal kaynaklt TG enziminden farkli olarak saflastirilan mTG
enziminin Ca?* iyonlar tarafindan inhibe edilmedigi ve kalan aktive degerinin %96.74
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.23). Benzer sekilde yapilan diger bazi ¢aligmalarda da
mTG enziminin Ca®* iyonlarindan ¢ok fazla etkilenmedigi bildirilmektedir (Ando ve
ark., 1989; Ho ve ark., 2000; Cui ve ark., 2007). Bu durum 6zellikle Ca®* iyonlarina
kars1 duyarlt ve kolaylikla ¢okelme egiliminde olan kazein, soya ve miyosin gibi
proteinlerin modifiye edilmelerinde oldukg¢a kullanislhi olmaktadir (Motoki ve Seguro,

1998; Yokoyama ve ark., 2004).
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5. SONUC

Tez calismast kapsaminda, transglutaminaz enziminin mikrobiyal olarak {iretimi
gergeklestirilmis ve liretimin artirilmasina yonelik calismalar yapilarak enzim aktivitesi
artirtlmistir. Ayrica elde edilen enzim farkli yontemler ile kismi olarak saflastirilmis ve

karakterizasyonu yapilmistir.

Mikrobiyal transglutaminaz (mTG) enziminin {iretilmesi amaciyla literatiirde iiretici tiir
olarak belirtilen farkli bakteri tiirleri (Streptomyces mobaraensis, Streptomyces
ladakanum, Streptomyces lividans, Streptomyces sioyaensis, Streptomyces platensis ve
Streptomyces hygroscopicus) temin edilmis ve ilk olarak galismalarda kullanilmak {izere
aktiflestirme islemleri gerceklestirilmistir. Ancak bu tiirlerden S. hygroscopicus, S.
sioyaensis ve S. platensis ya hi¢ gelisim gostermemis ya da yeterli diizeyde enzim
iiretecek kadar gelisme saglamamistir. Bu nedenle yiiksek oranda mikrobiyal gelisme
saglanan Streptomyces mobaraensis, S. ladakanum ve S. lividans kiiltiirleri ile mTG

enziminin tiretilmesi ve enzim aktivitesinin artirilmasi ¢alismalarina devam edilmistir.

Enzim iiretim kosullarinin belirlenmesi amaciyla, yeterli diizeyde mikrobiyal gelisme
gosteren enzim ireticisi ii¢ farklt sus kullanilarak, enzim {retimine ortam pH’si,
inkiibasyon sicaklig1 ve besiyeri bilesiminin etkisi arastirilmis ve en yliksek aktivitenin
elde edilecegi kosullar belirlenmistir. Bu asamada, S. ladakanum ve S. lividans
suslarmin kullanildig1 herhangi bir kosulda olciilebilir diizeyde yeterli enzim aktivitesi
belirlenememistir. S. mobaraensis kullanilan kosullarda ise enzim aktivitesinin pH,
sicaklik ve besiyeri bilesimine gore farklilik gosterdigi ortaya konmustur. Besiyeri
baslangi¢ pH’sinin yiiksek oldugu kosullarda (pH 8.0) enzim aktivitesi belirlenemezken,
en yiiksek aktivite degerleri pH 6.0 kosulunda elde edilmistir. inkiibasyon sicakligmin
diisiik (20°C) veya yliksek (40°C) oldugu kosullarda enzim aktivitesinin diisiik, 30°C
kosulunda ise en yiiksek oldugu belirlenmistir. Besiyeri bilesiminin enzim aktivitesine
olan etkisinin incelenmesi amaciyla nisasta-glukoz bazli (GNB) ve soya unu bazl
(MIX) besiyerleri hazirlanmis ve inkiibasyon siiresi boyunca aktivite belirlenmistir.
Tiim kosullarda en yiiksek enzim aktivitesi degerinin GNB besiyeri kullanildiginda elde

edildigi goriilmistiir. Tiim kosullar degerlendirildiginde, en yiiksek enzim aktivitesinin
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(~0.04 U/ml) GNB siv1 besiyerinde, S. mobaraensis kiiltiirii ile 30°C ve pH 6.0°da elde

edildigi belirlenmistir.

Enzim aktivitesinin artirilmast amaciyla, belirlenen kosullarda (pH 6.0, 30°C, GNB
besiyeri) statik inkiibasyon yerine ¢alkalamali (orbital) inkiibasyon uygulanmis ve farkli
calkalama hizlarinin (100, 150, 200 rpm) enzim aktivitesi iizerine etkisi belirlenmistir.
En yiiksek aktiviteye ulagilan 150 rpm g¢alkalama hizinda enzim sentezinin 4. giine
kadar hizli bir sekilde arttig1 ve 6. glinde en yiiksek seviyeye (~0.14 U/ml) ulastig1 fakat
daha sonra aktivitenin hizl bir sekilde diistiigii gdzlenmistir. Calkalamali inkiibasyon ile
statik inkiibasyona gore aktivitede ~3.5 kathik bir artis saglanmstir. Inkiibasyon
stiresince calkalama islemi sayesinde besiyeri bilesenleri ile mikroorganizmanin
etkilesiminin daha kolay gergeklesmesi ve ayrica havalandirma saglanmasi enzim

iiretimini artirmis ve buna bagl olarak aktivitede artis belirlenmistir.

Calkalama islemi ile enzim diretiminde artis saglanmasindan dolayr karistirma ve
havalandirmanin aktivite artisinda 6nemli bir faktor oldugu ve bu sebepten kontrollii bir
fermantasyon sistemi ile enzim iiretiminde énemli bir artig saglanmasi diistiniilmiistiir.
Besiyeri pH’s1 ve sicakligi ile hava akis hizi fermantasyon boyunca sabit tutularak farkli
radyal karistirma hizlarinda (200-1000 rpm) 5 giin boyunca aktivite takip edilmistir.
Kontrollii fermantasyon kosullarinda en yiliksek enzim aktivitesi degerine (~0.42 U/ml)
500 rpm karistirma hizinda fermantasyonun 3. giinde ulasildig ve aktivitenin bu giinden
sonra azalmaya basladigi belirlenmistir. Hava akis hizinin aktivite lizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla sabit karistirma hizinda (500 rpm) farkli hava akis hizlar1 (2, 6 ve
10 Cm3/dak) kullanilarak fermantasyon islemleri gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuclardan hava akis hizinin enzim aktivitesi lizerine etkisinin oldugu belirlenmis ve
en yuiksek aktivite (~0.42 U/ml) 10 cm®/dak hava akis hizinda elde edilmistir. Boylelikle
kontrollii fermantasyon kosullar1 ve radyal karistirma islemi ile statik inkiibasyona gore

~10.5 kat, calkalamal1 inkiibasyona gore ise ~3 katlik bir aktivite artig1 saglanmistir.

Kontrollii fermantasyon kosullar1 ile enzim iiretiminde saglanan artisa ek olarak, bazi
mikrobiyal stres faktorlerinin etkisi arastirilmis ve enzim aktivitesinin daha fazla
artirilmast hedeflenmistir. Bu amagla sicaklik (50 ve 60°C), farkli konsantrasyonlarda
kullanilan alkol (etanol ve metanol), tuz (NaCl, MgCl,, KCI, Na,SO,) ve kimyasal

(H,O, ve EDTA) stresi ile proteolitik enzim (pepsin ve tripsin) stresleri ¢alkalamali
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inkiibasyon kosullarinda uygulanmistir. Tuz ve proteolitik enzim stresi haricinde
uygulanan stres faktorlerinin enzim aktivitesinde artis saglamadiglr gézlenmistir. Stres
faktorii olarak MgCl, ve Na,SO4 tuzlart kullanildiginda kontrol 6rnegine gore enzim
aktivitesinde ~2 katlik, KCI ve NaCl kullanildiginda ise ~1.2 katlik artis elde edilmistir.
Inkiibasyon ortamina ilave edilen tripsin enzim aktivitesini artiric1 etki gosterirken (~1.3

kat), pepsin enzimi aktivitede diisiise sebep olmustur.

Farkli inkiibasyon kosullar1 kullanilarak aktivitesi artirilan mTG enziminin kismi
saflastirma sartlarinin belirlenebilmesi icin farkli tuz (amonyum siilfat) ve alkol
konsantrasyonlarinda ¢oktiirme islemleri gerceklestirilmistir. Tuz ile c¢oktiirme
isleminde, yliksek doygunlukta (%90) amonyum siilfat kullanildiginda 6zellikle uzun
¢coktiirme siirelerinde aktivite kaybinda artis goriilmiis, %80 doygunlukta ilerleyen
coktiirme siirelerinde aktivite kayiplarinin daha az ve birbirine yakin oldugu
belirlenmistir. Ayrica gergeklestirilen ¢alismada iki kademeli ¢Oktiirme islemi de
uygulanmis ancak elde edilen saflastirma katsayilarinin tek kademeli ¢oktiirme iglemine
gore daha disiik oldugu saptanmistir. Elde edilen sonuglara gore %80 doygunlukta
amonyum siilfat ile 2 saatlik c¢oktiirme isleminin verim (%93.21) ve saflastirma
katsayist (1.18) bakimindan en uygun kosul oldugu bulgulanmistir. Alkol ile ¢oktiirme
isleminde farkli alkol konsantrasyonlar1 (%50-80) kullanilmig ve enzim aktivitesinin en
iyl korundugu alkol konsantrasyonu %80 olarak belirlenmistir. Alkol ile ¢oktiirme
isleminde elde edilen en yiiksek verim degeri (%98.72), tuz ile ¢oktiirme isleminden
elde edilen sonuglara yakin olsa da saflastirma katsayisinin (1.00) daha diisiik oldugu
gorilmistiir. Bu durum, alkol ile ¢oktiirme isleminin 6zellikle besiyerinde bulunan tiim
proteinlerin daha az bir secicilikle ¢okmesine neden olarak enzimin safligin1 olumsuz
yonde etkilemesi ile aciklanmistir. Kismi olarak saflastirilan enzim ¢ozeltisinde bulunan
safsizlarin giderilmesi amaciyla iki farkli yontem (ultra-filtrasyon ve klasik diyaliz
torbasi) kullanilmis ve en uygun yontem belirlenmistir. Elde edilen verim ve saflagtirma
katsayis1 degerlerine gore klasik diyaliz torbasi yonteminin ultra-filtrasyon islemine

gore daha 1yi sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Kismi olarak saflastirrllan mTG enziminin karakterizasyonu amaciyla enzimin

molekiiler agirligi belirlenmis, enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun
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etkisi, aktivite ve ayrica stabiliteye pH ve sicaklik ile baz1 metal iyonlart ve EDTA’nin

etkisi saptanmustir.

SDS-PAGE analizi sonucunda mTG enziminin molekiiler agirliginin ~37 kDa oldugu
ve bu degerin literatiir ile uyumlu oldugu belirlenmistir. Ayrica analiz sonucunda mTG
enziminin zimojeni olan pro-transglutaminaz formuna ait herhangi bir bulgu elde
edilmemistir. Kismi olarak saflastirrlan mTG enziminin Michaelis-Menten
parametreleri olan Michaelis sabiti (Ky) 6.35 mM, maksimum hiz (Vmax) 0.35 U/ml
olarak hesaplanmistir. Enzim aktivitesine pH’nin etkisini belirlemek icin reaksiyon
karisimi farkli pH degerlerine (pH 5.0-7.0) ayarlanarak 37°C’de enzim aktiviteleri
belirlenmistir. En yiiksek aktivite degerine pH 5.8’de ulasilmis, alkali pH degerlerinde
enzim aktivitesindeki azalmanin daha hizli gergeklestigi, asidik pH degerlerinde ise
daha yavas gergeklestigi gozlenmistir. Enzim stabilitesi iizerine pH’nin etkisini
belirlemek i¢in, pH 4.0, 6.0 ve 8.0’de farkli siirelerde bekletilen enzim ¢ozeltilerinin
standart deney kosullarinda aktiviteleri belirlenmistir. Kismi saflagtirilmis mTG
enziminin pH 6.0’da 60 dakika inkiibasyonu sonucu stabilitesinde énemli bir kaybin
meydana gelmedigi gortilmiistiir. Enzim aktivitesine sicakligin etkisi 30-50°C araliginda
belirlenmis ve en yiiksek aktivite degeri 37°C’de elde edilmistir. Enzim stabilitesi
incelendiginde ise aktivitenin 1s1l siddetin artmasi ile birlikte daha hizli kayboldugu

goriilmiis ve en diisiik kalan aktivite 55°C’de ~%7 olarak belirlenmistir.

Isil siddetin artist enzim molekiilinde meydana gelen konformasyonal degisimler
sonucu aktivite kayiplarina sebep olmustur. Enzim aktivitesi {izerine bazi metal iyonlar
(Zn+2, Fe™?, Ca?, C0+2) ve EDTA’nin etkisi arastinlmis ve EDTA bulunan ortamda
enzim aktivitesinde artis gozlenmistir. Bu durum reaksiyon ortaminda enzim aktivitesini
azaltan muhtemel metallerin baglamasi ile agiklamiglardir. Metal iyonlar ile
gerceklestirilen analizlerde ise Zn*? iyonu varlizinda enzim aktivitesinin biiyiik oranda
kayboldugu, Co*? ve Fe*? metal iyonlar1 varliginda ise aktivitedeki kaybin ~%30 oldugu
belirlenmistir. Ca* iyonlarinin ise aktivite ilizerine olumsuz bir etkisinin olmadig:

gorilmiistiir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi, mTG dretilmesini, tiretim kosullarinin belirlenmesini ve
enzimin farkli yontemler ile kismi saflastirilarak karakterize edilmesini kapsamaktadir.

Calismadan elde edilen sonuglar, saflastirma basamaklar1 zor ve maliyeti yiiksek olan
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hayvansal kaynakli TG enzimi i¢in alternatif olacak ve daha ucuz formda ticari TG
enziminin tretimine yonelik islemlerde kullanilabilecektir. Daha sonra yapilacak
calismalarla, tiretimi ve saflastirilmasi tez kapsaminda gergeklestirilen enzim, toz ticari
formuna da islenebilecek ve raf omrii artirllmis MTG enzim toz preparatlar maliyeti

diisiik bir iiriin olarak gida endiistirisinde kullanilabilecektir.
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Cizelge EK-A.1. GNB besiyerinde farkli pH ve sicakliklarda belirlenen enzim aktiviteleri (U/ml)

EK-A

Siire Sicaklik Aktivite
(giin) °C) (U/ml)
pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
L . 2. .. ortalama L . 2 . Ortalama L . 2. . ortalama
tekerriir tekerriir tekerriir  Tekerriir tekerriir  tekerriir
20 0.001 0.001 (fd?(?olo) nd nd nd nd nd nd
3 30 0.004 0.002 (369(8031) nd nd nd nd nd nd
40 0003 0004 f69(?031) nd nd nd nd nd nd
20 002 0003 569(?030) nd nd nd nd nd nd
5 30 0008 0007 fd?(?o70) 0001 000l fd?(;)olo) nd nd nd
40 0005 0006 fdf’(?oi) nd nd nd nd nd nd
20 0004 0004 fd?(?(fm nd nd nd nd nd nd
7 30 0010 oo ffololl) 0002 0002 369(?020) nd nd nd
40 0007 o001l 36900092) 0001 0001 36?010) nd nd nd
20 0005 0005 3698050) nd nd nd nd nd nd
9 30 0017 0019 100.901081) 0003 0003 36%3030) nd nd nd
40 0013 0017 fd?oloSz) 0001 0001 369(3010) nd nd nd
20 0005 0006 369(9050) nd nd nd nd nd nd
11 30 0018 o021 fd?ologz) 0006 0007 36?3070) nd nd nd
40 0012 0017 fd?oloi) 0001 0001 369(3010) nd nd nd
20 0006 0007 3695060) 0000 0001 369(?(?0) nd nd nd
14 30 00% 003 36?3060) 0011 0008 ffol(?z) nd nd nd
40 002 0026 fd?()z()“z) 0000 0003 3693021) nd nd nd
20 008 0002 3698030) 0000 0001 369(3010) 002 0001 fd?oool())
28 30 001 0010 oo , 0009 oo f(fol(?n nd nd nd
40 0001 0004 fd?(?oi) 0000 0003 106?(;)021) nd nd nd

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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Cizelge EK-A.2. GNB besiyerinde farkli pH ve sicakliklarda belirlenen spesifik enzim aktiviteleri (U/g
protein)

Sire Sicaklik Aktivite (U/g protein)

(giin) (&)
PH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
L 2. ortalama L 2. ortalama L 2. ortalama
tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir
20 5250 5543 (i?j;) nd nd nd nd nd nd
3 30 16992 13418 (i??gg) 1029 14.89 (ig'gg) nd nd nd
40 11967 15177 (ﬁgigi) 553 398 36.7757) nd nd nd
20 10596  169.69 (gzig% 205 494 fiigs) nd nd nd
5 30 28181 22253 (iggéz) 3306 4607 (ig'_g’g) nd nd nd
40 14222 10473 (3;[713) 1100 1293 (ié:gg) nd nd nd
20 16112 15807 (151?'552% nd 493 fégoz) nd nd nd
7 30 20064 368.65 (iggig‘}) 6166  75.99 (ig'_?% 1237 987 (ﬂ:g)
40 18831 21476 é%g‘z‘) 2336 13.87 (iiigi) 1204 13.49 éé;g)
20 22366 22248 (2555097) 559 839 fi?490) nd nd nd
9 30 39645 444.99 (ggﬁ) 8779  89.86 (i?'_gg) nd nd nd
40 28954 31871 (i?jég) 1751 1613 (ig'gg) nd nd nd
20 20856 24257 éﬁg?) 600 1183 52?921) nd nd nd
11 30 44727 49843 (2?22) 14703 14423 é"ff(f) nd 464 nd
40 28984 34364 éﬁ?lgﬁ) 2937  37.06 (ig";‘l‘) nd 123 nd
20 28754 279.34 (2;33_1451) 1739 2559 (ij:‘]‘g) nd nd nd
14 30 71608 71608 (71}06.60(% 23419 19935 (ﬂgzz) nd nd nd
40 42683  407.95 (“i197 ff) 250 6257 3326??1) nd 5.81 ( i14_3456)
20 15345 11103 égf;‘l‘) 2201 3753 (i%f) 639 330 3194%33)
28 30 25301 21010 (ng) 18129 21238 (i??,??) 1143 685 ( 32,1249)
o0 2082 7040 5206.1219) 469 T2 3395'?256) 891 955 ( 36.2332)

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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Cizelge EK-A.3. MIX besiyerinde farkli pH ve sicakliklarda belirlenen enzim aktiviteleri (U/ml)

Siire  Sicaklik Aktivite
@gin) (O (Ulml)
pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
L 2. ortalama L 2. ortalama L 2. ortalama
tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir
20 nd nd nd nd nd nd nd nd nd
3 0 0001 0001 fd?(?olo) 0001 0000 36%)0) nd nd nd
40 0.001 0.000 (100'900010) nd nd nd nd nd nd
20 0001 0000 fd?oooom nd nd nd nd nd nd
5 0 0003 0003 fd?(?ogm 0001 0000 f(f(?olo) nd nd nd
“ ooz 0002 fd?(?ozm nd nd nd nd nd nd
20 0002 0003 fd?(?ozm nd nd nd nd nd nd
7 0 0004 0006 fd?(?osn 002 0001 369(?011) nd nd nd
4 0004 0004 fd?(?(fm 0000 0001 fd?(;)olo) nd nd nd
20 0006 0004 3698051) nd nd nd nd nd nd
9 0 0006 0008 369(?071) 0008 0000 369(?021) nd nd nd
o 0004 0005 fd?(?osm 0001 0001 f(f(?olo) nd nd nd
20 0007 0005 369(?061) 0000 0001 369(3010) nd nd nd
11 0 0009 000 ol , 0o o001 369(?022) nd nd nd
o 0004 0005 36?5050) 0001 0001 f(f(?olm nd nd nd
20 0006 0005 io(f(?OGI) 0000 0001 fd?(?OlO) nd nd nd
14 0 002 o008 fd?()zooz) 0007 0003 36?3050) nd nd nd
0 0008 0005 o , ool o000l f(f(?olm nd nd nd
20 00 0002 36?5031) 0001 0002 fd?(;)ol]) nd nd nd
28 0 002 004 fd?olo31) 0004 0003 f(ﬁ?(fl) nd nd nd
w0 002 0008 o , ool 000l f(f(?olm nd nd nd

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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Cizelge EK-A.4. MIX besiyerinde farkli pH ve sicakliklarda belirlenen spesifik enzim aktiviteleri (U/g

protein)
Siire Sicaklik Aktivite
(giin) (°C) (U/g protein)
PH 6.0 pH 7.0 pH 8.0
L 2. ortalama L 2. ortalama L 2. ortalama
tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir
20 13 45 fi?fs) nd nd nd nd nd nd
3 0 6683 3326 fl()é.1803) 2132 480 (f;'gg) nd nd nd
0 5 485 12105294) 1404 660 (ig%) nd nd nd
20 1843 10.00 (13'55) 120 131 116.255) nd nd nd
5 30 8778 8939 (ig'_gg) 3240 865 3101'237) nd nd nd
40 7156 6102 (ig;g) 859 1252 (i?'g% nd nd nd
20 9372 87.80 (ig:;g) 470 652 fd%ll) nd 212 :tl().,7993)
7 30 14638 18120 (1?3}7;?) 5593 1745 5169'294) 61 571 f6§965)
40 9584  96.04 (ig:?g) 1323 2021 (igzzg) nd nd nd
20 16912 13525 (ﬁééi) 449 1039 172".1945) nd nd nd
9 30 19084 22508 (i?;?g) 3 907 539(;.7636) nd nd nd
40 10739 11764 (1i1521532) 1751 20.20 (322) nd nd nd
20 26546 17102 (ﬂg;‘z‘) 1140  19.20 (g"’gg) nd nd nd
11 30 25199 26282 (2557.:"11) 10584 1219 5496'9822) nd nd nd
40 9873 12415 (iﬁ:‘;‘ll) 3112 2393 (i;'_‘;’g) nd nd nd
20 20946 15166 égggg) 991 3360 3111'?809) nd nd nd
14 30 49338 399.73 éﬁggg) 16472 52.14 (i(s’gz‘z‘g) nd nd nd
0 6130 10054 ffg'%zz) 2840 2241 (ig"_gg) nd nd nd
20 13510 8513 (Egéé) 1044 4845 3199'%1) a2 441 ;‘6?192)
28 30 28510 28223 (Zfﬁff) 943 5620 J266,3112) 1003 367 55?306)
w0 sl 67T i5124.1643) 1870 2081 (i?'_gg) 459 A fl'_7817)

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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EK-B

Cizelge EK-B.1. Calkalamal1 (orbital) inkiibatérde (30°C, pH 6.0) enzim iiretim denemelerine ait aktivite

degerleri (U/ml)
Siire (glin) 100 rpm 150 rpm 200 rpm
L 2 ortalama L 2 ortalama L 2 ortalama

tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir tekerriir _tekerriir
2 0.027 0.031 0.029 (+0.002)  0.051 0.051 0.051 (+0.000) 0.018 0.018  0.018 (+0.000)
4 0.065 0.069  0.067 (0.002) 0.127 0.127  0.127 (+0.000) 0.056  0.054  0.055 (+0.001)
6 0.047 0.063  0.055 (+0.008)  0.138 0.132  0.135(+0.003) 0.067  0.055  0.061 (+0.006)
8 0.040 0.039  0.040 (+0.001)  0.077 0.090  0.083 (+0.006) 0.037  0.014  0.026 (+0.011)
10 0.040 0.037  0.038 (+0.002)  0.043 0.074  0.058 (+0.016) 0.014  0.005  0.009 (+0.005)

Cizelge EK-B.2. Calkalamali (orbital) inkiibatorde (30°C, pH 6.0) enzim iiretim denemelerine ait spesifik
aktivite degerleri (U/g protein)

.. . 200
Siire (giin) 100 rpm 150 rpm rom
L 4 ortalama & 2. ortalama e 2. ortalama
tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir tekerriir  tekerriir

2 44933 505.69 477.51(+39.85) 842.71 845.19  843.95 (+1.75) 303.67 307.96 305.82 (+3.04)
4 1027.92 1079.66 1053.79 (+36.59) 1974.96 1968.91 1971.93 (+4.28)  895.67 852.52 874.09 (+30.51)
6 733.33  950.40 841.87 (+153.49) 2000.73 1911.07 1955.90 (+63.39) 1033.79 855.89 944.84 (+125.80)
8 601.36 578.00 589.68 (+16.52) 1006.22 1140.06 1073.14 (+94.64) 552.74 216.72 384.73 (+237.60)
10 578.37 53248 555.42 (+32.44) 489.54 830.84 660.19 (+241.33) 324.00 245.00 284.50 (+55.86)
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Cizelge EK-C.1. Fermentorde farkli karistirma hizlarinda elde edilen aktivite (U/ml) ve biyokiitle (g/1)

EK-C

degerleri
Siire Karistirma o o
N Hiz1 Aktivite (U/ml) Biyokiitle (g/1)
(giin) (rpm)
1.tekerriir 2.tekerriir Ortalama Ortalama

200 0.003 0.002 0.002 (+0.000) 2.00 (+0.00)
400 0.027 0.004 0.016 (+0.011) 4.50 (+£1.00)

1 500 0.002 0.057 0.029 (+0.028) 3.75 (£0.25)
600 0.003 0.022 0.013 (+0.010) 2.75 (£0.25)
800 0.013 0.010 0.012 (+0.001) 6.00 (=0.50)
1000 0.022 nd 0.011 (+0.011) 3.00 (+0.00)
200 0.036 0.046 0.041 (+0.005) 4.00 (0.00)
400 0.195 0.172 0.183 (+0.012) 9.00 (+1.00)

9 500 0.270 0.312 0.291 (+0.021) 10.50 (£0.50)
600 0.316 0.275 0.296 (+0.020) 11.50 (+0.50)
800 0.174 0.183 0.178 (+0.004) 8.25 (+0.25)
1000 0.186 0.148 0.167 (+0.019) 10.50 (+0.50)
200 0.059 0.069 0.064 (+0.005) 2.50 (+0.50)
400 0.230 0.233 0.232 (+£0.002) 10.75 (+0.25)

3 500 0.436 0.410 0.423 (+0.013) 12.50 (£0.50)
600 0.353 0.325 0.339 (+0.014) 9.00 (+0.50)
800 0.201 0.206 0.203 (+0.003) 9.00 (+0.50)
1000 0.081 0.037 0.059 (+£0.022) 13.50 (+0.50)
200 0.078 0.108 0.093 (+0.015) 6.00 (+0.00)
400 0.206 0.175 0.191 (+0.016) 13.75 (£0.75)

4 500 0.403 0.403 0.403 (+0.000) 17.25 (+0.75)
600 0.224 0.169 0.196 (+0.028) 9.00 (+0.00)
800 0.133 0.142 0.138 (+0.004) 10.00 (+1.00)
1000 0.023 0.022 0.022 (+0.000) 18.00 (£1.00)
200 0.095 0.106 0.101 (+0.005) 6.50 (+0.50)
400 0.155 0.124 0.139 (+£0.015) 24.75 (2.25)

5 500 0.341 0.335 0.338 (+0.003) 24.75 (+2.25)
600 0.191 0.133 0.162 (+£0.029) 11.50 (+0.50)
800 0.050 0.079 0.064 (+0.015) 12.00 (+1.00)
1000 0.007 0.018 0.013 (+£0.006) 19.50 (+0.50)

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadur.
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Cizelge EK-C.2. Fermentorde farkli karigtirma hizlarinda elde edilen spesifik aktivite degerleri (U/g

protein)
Sire ~ anstrma Spesifik Aktivite
(giin) Hhz (U/g protein)
(rpm)
1.tekerriir 2 tekerriir Ortalama
200 270.285 74.637 172.46 (+97.82)
400 687.939 151.028 419.48 (+268.46)
500 813.540 869.960 841.75 (+28.21)
! 600 71.822 545.004 308.41 (+236.59)
800 331.807 257.402 294.60 (£37.20)
1000 368.871 nd 163.68 (+205.19)
200 1159.697 1260.483 1210.09 (+50.39)
400 3541.509 3611.164 3576.34 (+34.83)
500 4663.890 4501.080 4582.49 (£81.41)
2 600 6278.476 5474.900 5876.69 (+401.79)
800 2709.593 2849.760 2779.68 (£70.08)
1000 1126.959 594.646 2515.55 (+142.73)
200 1356.963 1705.734 1531.35 (+174.39)
400 3914.233 4461.885 4188.06 (£273.83)
500 6856.170 5478.210 6167.19 (+688.98)
3 600 6203.524 5620.429 5911.98 (+291.55)
800 3457.756 3546.419 3502.09 (+44.33)
1000 2658.283 2372.824 860.80 (+266.16)
200 1623.163 2348.938 1986.05 (+362.89)
400 3384.028 2920.739 3152.38 (£231.64)
500 5803.040 4458.400 5130.72 (+672.32)
4 600 3476.200 2499.843 2988.02 (+488.18)
800 2199.710 2346.401 2273.06 (£73.35)
1000 306.179 343.250 324.71 (£18.54)
200 1697.751 2505.110 2101.43 (+403.68)
400 2528.373 2023.534 2275.95 (+252.42)
500 4752.730 4540.620 4646.68 (+106.06)
5 600 2985.543 2082.338 2533.94 (+451.60)
800 796.901 1264.386 1030.64 (+233.74)
1000 105.386 269.996 187.69 (£82.31)

nd: 6l¢tim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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Cizelge EK-C.3. Fermentorde farkli hava akis hizlarinda elde edilen enzim aktivitesi (U/ml), spesifik
aktivite (U/g protein) ve biyokiitle (g/l) degerleri

Hava

(Sgiiiirr?) (crﬁi(/?;k) Aktivite (U/ml) Spesifik Aktivite (U/g protein) Biy(g}‘l‘;ﬂe
1.Tekerrlir 2.Tekerrlir Ortalama 1.Tekerriir 2.Tekerrlir Ortalama Ortalama
2 0.0000 00076 3690053?8) 0.000 130,502 ( f655.225511) ( 130'.7255)
1 6 0.0872 00000 fd?(ffs) 1325.842 0.000 (56662é?§211) (f I ?)000)
10 0.0572 00016 36?0229748) 612.492 B354 1711036?51275) ( fo'.2755)
2 0.2369 02061 36?062656) 3300486  4043.180 (i;ﬁ'gi% (18128)
2 6 0.2818 027990 36_20800144) 4066423  3546.585 (12281323) (iéics)g)
10 0.3118 0202 36?0921(?8) 6168208  4663.892 (i%g'ggg) (1;‘1'90%%
2 0.2584 02524 36?0505340) 3535630  3319.724 (i‘l‘SZ;SZQ) (ﬁ:gg)
3 6 0.3438 038 36.30214935) 4660462 4021843 (ii‘{éjéié) (igég)
10 0.4103 0437 fdfl0213207) 8721444  6856.166 é;ﬁﬁ;igg) (388)
2 0.1545 02108 36.10822:1) 2156148  2829.156 éggé:ggi) (igigg)
4 6 02717 02373 fd?osffz) 3778652 3277.924 (igﬁﬁjiii) (igi(s)g)
10 0.4032 0.4032 &éggg) 7200680 5803.036 (iiggjig% (iﬁi%
2 0.0924 02020 o 428) 1338585  2833.378 é?i?jggé) (ii;?)
5 6 0.1708 01851 36.10657()8) 2468193 2237.462 éﬁégéé) (igigg)
10 0.3348 03405 36.30307278) 5842332 4752.730 ééﬂ_ggi) (i;?)
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EK-D

Cizelge EK-D.1. Farkli siire (1-5 dak.) ve sicakliklarda (50-60°C) uygulanan stres sartlarinda enzim
aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g ptotein) ve biyokiitle (g/l) degerleri.

Inkiibasyon Uygulama Uygulama siiresi Enzim aktivitesi Spesifik Aktivite Biyokiitle
(giin) sicakligy (°C) (dak.) (U/ml) (U/g protein) (g/l

60°C 1 dak 0.02 (£0.000) 310 (£5.18) 10.58 (+0.02)

5 dak 0.02 (:0.000) 294 (7.66) 12,53 (+0.02)

2 so°C 1 dak 0.02 (0.001) 290 (+£16.93) 10.28 (+0.08)
5 dak 0.02 (0.001) 286 (+9.89) 9.95 (+0.55)

Kontrol 0.02 (+0.001) 298 (+19.16) 11.15 (+0.35)

cooc 1 dak 0.10 (:0.002) 1501 (£22.49)  11.50 (+0.20)

5 dak 0.10 (+0.006) 1550 (£94.72)  12.75 (+0.20)

3 - 1 dak 0.10 (0.001) 1498 (+13.54)  11.70 (+0.25)
5 dak 0.10 (:0.000) 1537 (+2.70) 11.25 (+0.15)

Kontrol 0.10 (+0.002) 1556 (+33.24) 13.20 (+0.30)

b 1 dak 0.05 (+0.009) 748 (£132.02) 13.85 (+£0.20)

5 dak 0.02 (+0.003) 361 (£57.78) 14.10 (£0.50)

4 i 1 dak 0.09 (0.002) 1374 (£69.93)  12.13 (+0.18)
5 dak 0.08 (:0.005) 1192 (£40.65)  12.95 (+0.45)

Kontrol 0.11 (0.004) 1721 (£37.73) 15,50 (+0.40)

60°C 1 dak 0.10 (+£0.012) 1488 (+188.16) 16.95 (+£0.25)

5 dak 0.03 (:0.008) 471 (£114.40)  14.13 (20.18)

5 sooc 1 dak 0.15 (0.005) 2237 (+69.69)  16.88 (+0.13)
5 dak 0.14 (0.003) 2062 (£53.14)  16.15 (+0.25)

Kontrol 0.16 (:0.003) 2449 (+47.20)  18.05 (+0.15)

60°C 1 dak 0.11 (+0.008) 1605 (+104.15) 18.05 (+0.45)

5 dak 0.07 (+0.003) 670 (+104.94) 16.95 (+0.10)

6 sooc 1 dak 0.13 (:0.006) 1755 (+86.70)  18.20 (+0.25)
5 dak 0.13 (£0.009) 1779 (+122.89) 17.95 (+0.05)

Kontrol 0.15 (:0.007) 2038 (+96.52)  19.55 (+0.35)

cooc 1 dak 0.09 (:0.008) 1208 (+110.94)  23.15 (+0.50)

5 dak 0.07 (£0.003) 938 (+37.18) 22.98 (£0.13)

8 sooc 1 dak 0.09 (:0.008) 1235 (+108.08)  26.45 (+0.25)
5 dak 0.12 (+:0.003) 1640 (£30.72)  25.60 (+1.20)

Kontrol 0.10 (+0.002) 1369 (+30.53) 26.70 (+0.40)

cooc 1 dak 0.08 (:0.004) 1125 (£11.11)  30.00 (+0.80)

5 dak 0.08 (+0.021) 960 (£21.23) 26.30 (£0.15)

10 s0°C 1 dak 0.07 (£0.009) 1002 (+£30.14) 29.53 (+0.03)
5 dak 0.12 (+0.000) 1540 (+44.12) 30.30 (£0.20)

Kontrol 0.09 (£0.000) 1220 (+51.60) 34.35 (+0.45)
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Cizelge EK-D.2. Farkli alkol stres sartlarinda enzim aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein) ve
biyokiitle (g/1) degerleri.

Alkol Ink(i;t;iagon En2|r(nuf;1r|;t||)v|te5| s%s/u;n; Qgilx;te Biyokiitle (/1)
2 0.066 (:0.000) 1103 (£0.31) 10.25 (+0.25)
4 0.097 (+0.002) 1498 (+27.29) 13.50 (+0.00)
M(iz)al’;o' 6 0.142 (+0.004) 1999 (+60.64) 17.75 (+0.25)
8 0.116 (+0.010) 1529 (+122.99) 25.00 (0.50)
10 0.110 (+0.011) 1279 (+143.35) 31.75 (+0.75)
2 0.079 (+0.001) 1315 (£9.00) 11.98 (+0.23)
0.086 (:0.004) 1306 (+57.47) 16.00 (+0.50)
M(f);)azn)o' 0.127 (:0.000) 1782 (+2.36) 20.90 (:0.05)
0.101 (+0.008) 1344 (+103.85) 27.65 (+:0.05)
10 0.100 (+0.001) 1183 (+7.82) 32.23 (+0.07)
2 0.073 (+0.003) 1211 (+50.85) 10.06 (+0.11)
4 0.056 (+:0.011) 851 (+172.47) 13.43 (+0.18)
E(f;)”l‘)" 0.085 (+0.011) 1192 (+155.49) 18.13 (+0.18)
0.086 (:0.012) 1150 (+153.84) 25.80 (+:0.40)
10 0.087 (+0.012) 1031 (+152.31) 32.92 (+0.38)
2 0.006 (:0.000) 106 (+2.45) 5.75 (£0.00)
4 0.009 (+0.001) 135 (+7.79) 8.00 (0.00)
E(f,zg‘)" 0.013 (+0.001) 178 (£20.90) 10.70 (+0.00)
0.018 (:0.002) 242 (+30.43) 12.60 (+0.00)
10 0.020 (:0.004) 237 (+44.33) 12.30 (+0.00)
2 0.066 (=0.000) 1093 (+1.56) 10.40 (+0.30)
4 0.105 (:0.005) 1618 (+72.26) 16.13 (+0.18)
Kontrol 6 0.161 (+0.001) 2267 (+25.09) 20.20 (+0.25)
8 0.133 (£0.010) 1755 (+125.00) 32.45 (+0.25)
10 0.125 (+0.011) 1454 (+102.83) 36.85 (0.50)
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Cizelge EK-D.3. Farkli tuz stres sartlarinda enzim aktivitesi (U/ml), spesifik aktivite (U/g protein) ve
biyokiitle (g/1) degerleri

Konsantrasyon

Enzim aktivitesi

Spesifik Aktivite

Tuz (mol/l) Inkiibasyon (giin) (U/ml) (Ulg protein) Biyokiitle (g/1)
2 0.042 (+0.001) 706 (£7.18) 11.98 (+0.25)

4 0.084 (+0.008) 1295 (+112.41) 16.00 (+0.00)

0.05 6 0.099 (+0.008) 1396 (+110.23) 20.90 (+0.25)
8 0.065 (+0.003) 857 (+49.13) 30.65 (+0.50)

10 0.043 (+0.007) 509 (+83.61) 35.23 (+0.75)

2 0.036 (+0.003) 602 (+45.23) 10.46 (+0.01)

4 0.077 (+0.006) 1181 (+83.73) 14.13 (+0.18)

NaCl 0.10 6 0.065 (+0.005) 923 (£70.77) 18.13 (+0.18)
8 0.059 (+0.003) 785 (£27.74) 26.30 (+0.10)

10 0.059 (+0.006) 703 (+83.33) 33.48 (+0.13)

2 0.030 (+0.002) 493 (+£34.41) 10.25 (+0.23)

4 0.064 (+0.002) 982 (+28.15) 13.50 (+0.50)

0.20 6 0.068 (+0.003) 869 (+142.59) 17.75 (+0.05)
8 0.061 (+0.004) 811 (+62.37) 25.00 (+0.05)

10 0.066 (+0.012) 784 (+141.16) 31.75 (+0.07)

2 0.025 (+0.001) 417 (+10.22) 12.53 (£0.02)

4 0.068 (+0.001) 1041 (+20.09) 16.10 (+0.20)

0.05 6 0.110 (+0.002) 1537 (£25.62) 20.95 (+0.45)
8 0.122 (+0.001) 1616 (+3.09) 31.28 (+0.50)

10 0.058 (+0.004) 685 (+40.86) 36.25 (+0.80)

2 0.010 (+0.002) 160 (+31.76) 13.25 (+0.13)

4 0.070 (x0.002) 1072 (+26.08) 18.65 (+0.18)

MgCl, 0.10 6 0.109 (+0.006) 1529 (+67.12) 22.64 (+0.25)
8 0.141 (+0.011) 1867 (+141.08) 33.45 (+0.25)

10 0.115 (+0.004) 1353 (+40.03) 35.47 (+0.50)

2 nd nd 10.58 (+0.02)

4 0.018 (+0.000) 281 (£3.42) 13.85 (+0.50)

0.20 6 0.051 (+0.004) 721 (£59.47) 18.05 (+0.10)
8 0.073 (+0.004) 974 (£57.30) 25.15 (+0.23)

10 0.072 (+0.015) 843 (+175.10) 32.00 (+0.40)

2 0.056 (+0.002) 938 (+29.93) 10.88 (+0.08)

4 0.076 (+0.003) 1157 (+48.56) 13.90 (+0.15)

0.05 6 0.103 (+0.003) 1451 (+47.97) 18.10 (+0.40)
8 0.095 (+0.005) 1251 (£57.71) 25.50 (+0.25)

10 0.079 (+0.006) 917 (£53.87) 32.20 (+0.90)

2 0.041 (+0.001) 681 (+14.96) 10.70 (+0.15)

4 0.102 (+0.006) 1561 (+94.05) 14.30 (+0.05)

KCI 0.10 6 0.128 (+0.001) 1799 (+5.66) 18.53 (+0.43)
8 0.094 (+0.002) 1248 (+21.57) 26.83 (+0.43)

10 0.075 (+0.001) 883 (+21.01) 34.15 (+0.65)

2 0.023 (+0.002) 377 (£23.62) 12.83 (+0.13)

4 0.067 (+0.002) 1029 (+27.40) 16.28 (+0.37)

0.20 6 0.108 (+0.002) 1511 (+34.61) 21.33 (x0.13)
8 0.144 (+0.003) 1901 (+42.07) 31.58 (+0.47)

10 0.152 (+0.003) 1787 (+£43.49) 36.35 (+0.20)

2 0.034 (+0.001) 574 (+8.40) 10.58 (+0.02)

4 0.110 (+0.001) 1681 (£12.70) 13.85 (+0.20)

0.05 6 0.149 (+0.019) 2088 (+280.62) 18.05 (+0.45)
8 0.163 (+0.018) 2159 (£241.43) 25.15 (+0.50)

10 0.122 (+0.012) 1451 (+£143.48) 32.00 (+0.80)

2 0.025 (+0.000) 420 (+1.37) 10.70 (+0.15)

4 0.054 (+£0.000) 824 (+4.28) 14.30 (+0.05)

Na,SO,4 0.10 6 0.085 (+0.007) 1182 (+89.80) 18.53 (+0.43)
8 0.115 (+0.004) 1518 (+63.21) 26.83 (+0.43)

10 0.099 (+0.001) 1163 (+25.45) 34.15 (+0.65)

2 0.021 (+0.000) 350 (+0.83) 11.98 (+0.23)

4 0.041 (+0.003) 633 (+44.68) 16.00 (+0.50)

0.20 6 0.089 (+0.016) 1245 (£226.95) 20.90 (+0.05)
8 0.128 (+0.007) 1704 (+95.30) 30.65 (+0.05)

10 0.143 (+0.014) 1695 (+173.16) 35.23 (+0.07)

2 0.026 (+0.002) 540 (£29.45) 10.40 (+0.30)

4 0.061 (+£0.004) 1040 (£7.24) 17.13 (+0.18)

Kontrol 6 0.085 (+0.018) 1166 (+£7.78) 22.20 (+0.25)
8 0.051 (+0.016) 1042 (£72.48) 31.45 (+0.25)

10 0.034 (+0.010) 744 (£51.65) 33.85 (+0.50)

nd: 6l¢lim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadir.
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Cizelge EK-D.4. Farkli konsantrasyonlarda EDTA ve H,0, sartlarinda enzim aktivitesi (U/ml), spesifik
aktivite (U/g protein) ve biyokiitle (g/1) degerleri.

Konsantrasyon inkﬁbgsyon Enzim aktivitesi Spesifik Aktivite Biyokiitle
(giin) (U/ml) (Ulg protein) (a/l)
2 0.041 (+0.000) 678 (+2.44) 10.38 (+0.03)
4 0.106 (+0.001) 1629 (+24.06) 13.15 (+0.50)
. F;(;/Zml) 6 0.130 (+0.002) 1833 (+28.76) 17.83 (+0.18)
8 0.093 (+0.001) 1225 (+0.56) 26.45 (+0.18)
10 0.065 (+0.006) 753 (+76.36) 32.75 (+0.05)
2 0.056 (+:0.002) 931 (+33.21) 10.70 (£0.10)
4 0.074 (£0.004) 1122 (+59.05) 13.95 (+0.10)
g Té%ﬂ) 0.114 (£0.001) 1509 (+4.72)  18.05 (+0.45)
0.087 (+0.003) 1150 (+42.53) 25.15 (+0.50)
10 0.057 (+£0.001) 673 (+9.51) 32.00 (+0.80)
2 0.001 (:0.000) 16 (5.14) 4.75 (+0.00)
4 0.002 (+0.000) 28 (+1.31) 8.83 (+0.18)
(oE.E))IgAn) 6 0.029 (0.000) 415 (+3.23) 14.50 (20.20)
0.038 (+0.003) 501 (+21.47) 20.45 (+0.15)
10 0.047 (£0.002) 551 (+22.00) 21.18 (+0.13)
nd 3 (+2.19) 6.63 (+0.18)
nd nd 9.13 (+0.28)
('S_[l)Tgﬁ) 0.034 (+0.000) 475 (+4.75) 14.83 (£0.13)
0.049 (+0.007) 647 (+90.13) 20.70 (+0.10)
10 0.059 (+0.007) 696 (+87.34) 22.15 (+0.15)
2 0.060 (+0.004) 996 (+66.99) 11.33 (+0.03)
4 0.145 (+0.001) 2222 (+13.64) 14.45 (£0.20)
Kontrol 0.135 (+0.002) 1894 (+£29.23) 18.58 (+0.23)
0.098 (+0.002) 1303 (+14.60) 27.08 (+0.08)
10 0.072 (+0.004) 845 (+53.94) 34.78 (+0.28)

nd: 6l¢lim limitlerinin (<0.001 U/ml) altindadur.
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Cizelge EK-D.5. Pepsin ve Tripsin enzim ilave edilmis besiyerinde enzim aktivitesi (U/ml), spesifik
aktivite (U/g protein) ve biyokiitle (g/l) degerleri

Enzim Inkiibasyon Enzim aktivitesi Spesifik Aktivite Biyokiitle
(giin) (U/ml) (U/g protein) (a/l)

2 0.067 (+0.013) 1127 (£221.25) 10.83 (+0.08)
. 4 0.137 (+0.011) 2105 (+171.72) 13.58 (+0.47)
(BZ;;EIS]';Q) 6 0.112 (+0.010) 1570 (+144.12) 18.08 (+£0.53)
8 0.056 (0.005) 739 (£67.47) 26.30 (£0.20)
10 0.038 (:0.008) 447 (+102.92) 31.97 (+0.29)
2 0.066 (+0.004) 1105 (+65.65) 10.25 (£0.09)
. 4 0.188 (+0.002) 2882 (+39.51) 14.16 (+0.14)
(Tz”gi'r?) 6 0.183 (0.009) 2562 (+131.82) 18.80 (+0.27)
8 0.141 (+0.021) 1875 (£277.24) 26.25 (:0.45)
10 0.116 (+0.025) 1374 (4297.13)  32.18 (+0.19)
2 0.055 (+0.004) 912 (+57.85) 10.65 (+0.00)
' 4 0.116 (:0.009) 1773 (£125.14) 13.33 (+0.33)
(stlgiglg) 6 0.094 (+0.004) 1320 (+66.42) 17.58 (+0.33)
8 0.046 (+0.004) 617 (+56.09) 26.30 (+0.30)
10 0.026 (+0.001) 301 (+14.36) 32.88 (+0.13)
2 0.063 (£0.002) 1047 (+36.07) 10.60 (+0.00)
_ 4 0.117 (+0.000) 1795 (+4.19) 13.98 (+0.08)
(Zeﬁg) 6 0.111 (+0.009) 1558 (+129.85) 18.20 (+0.30)
8 0.045 (+0.008) 598 (+112.17) 25.25 (+0.60)
10 0.021 (+0.007) 250 (+78.50) 33.18 (+:0.08)
2 0.060 (+0.004) 1001 (+73.74) 11.40 (£0.05)
4 0.145 (:0.000) 2219 (+9.68) 14.78 (+0.23)
Kontrol 6 0.122 (+0.001) 1720 (£0.77) 18.73 (+0.18)
8 0.082 (+0.003) 1087 (+44.22) 27.43 (+0.23)
10 0.050 (+0.006) 584 (+:80.65) 35.05 (+0.30)
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EK-E

Cizelge EK-E.1. Farkli tuz doygunluk kosullarinda ¢oktiirme sonrasi enzim aktivitesi (U/ml) degerleri

Tuz Coktlirme
Konsantrasyonu  Siiresi Aktivite (U/ml)
(%) (saat)
1. tekerrlir 2. tekerriir ortalama
GNB besiyeri 0.0097 0.0095 ( foo(?goﬁl)
1 0.0086 0.0083 (:800(?08052)
2 0.0075 0.0072 (foo(?g(;lZ)
90 3 0.0064 0.0067 (369(?5(?2)
¢ e om0
6 0.0058 0.0062 (fd?(?(?(?z)
1 0.0060 00060 fd?oo(?(?m
2 0.0086 00084 569(?(?()51)
80 3 0.0082 00087 ffgoggz)
4 0.0086 00084 fo'é(?oggl)
6 0.0083 00089 f(f(?(?&)
1 0.0052 00051 36980502 h
2 0.0051 00055 369305032)
70 3 0.0060 0.0054 (369805(33)
4 0.0055 00061 fd?(?osoga
6 0.0087 00078 f(f(?(?oz 4
1 0.0007 00006 fo'%)(?(?m
2 0.0011 00009 oo h
60 3 0.0006 00005 fd?(?(?(fm
4 0.0005 00006 f(f(?ooos D
6 0.0012 00010 f(fé)ololl)

124



Cizelge EK-E.2. Farkli alkol konsantrasyonlarinda ¢oktiirme sonrast enzim aktivitesi (U/ml) degerleri

Alkol Coktiirme
Konsantrasyonu Siiresi Aktivite (U/ml)
(%) (saat)
1. tekerriir 2. tekerriir ortalama
GNB besiyeri 01661 01588 o
1 0.1383 0.1262 (fd.lgozszm
2 0.1511 0.1478 (fd.lg(?fm
0 3 0.1364  0.1455 (fd.lgolfe)
4 01585  0.1507 (fd.losgfg)
6 0.1569 0.1639 (fd.l(?(?;S)
1 0.0620 0.0601 (fdégolgg)
) 0.1027  0.0965 (369353?1)
-0 3 01188 01151 (fd.lolglos;)
4 0.1388 0.1290 (fd.l(f(?fg)
6 0.1405 0.1267 (fd.lgoggg)
1 0.0830 0.0673 (36?505729)
2 0.0942 0.0816 (3695(;(?3)
60 3 0.1221 0.1215 (fd.lo201§3)
4 0.1160 0.1160 (fd.lolc?(;)O)
6 0.1255 0.1248 (fd.lo205023)
1 0.0968 0.0889 (569354?0)
2 0.1110 0.1094 (fd.lolc())ozs)
50 3 0.1445 0.1424 (36.1510350)
4 01238 0.1094 (fd.lol(?fz)
6 0.1462 0.1335 (fd.los(?&)
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EK-F

Cizelge EK-F.1. Kismi saflagtirilmis mTG enzim stabilitesine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Siire (dak) Aktivite (U/ml) Kalan aktivite (%)
0 0.191 (20,001) 100.0 (20.45)
300 0.159 (+0,002) 83.25 (:0.86)
600 0.113 (+0.001) 59.01 (£036)
40 900 0.077 (:0.004) 40.33 (+1.99)
1200 0.041 (:0.004) 21,55 (+2.26)
1500 0.016 (:0.002) 8.37 (0.90)
0 0.195 (20.000) 1000 (20.09)
120 0.133 (+0.000) 66.06 (:0.13)
240 0.089 (+0.001) 4530 (+0.62)
45 340 0.066 (:0.001) 33.95 (+0.75)
480 0.035 (+0.002) 17.96 (+0.93)
600 0.015 (+0.001) 7.93 (£0.53)
0 0.203 (£0.000) 1000 (0.13)
25 0.151 (+0.001) 74.32 (+051)
50 0.103 (+0.001) 50.99 (+0.34)
50 75 0.089 (+0.001) 43.75 (0.68)
100 0.039 (:0.006) 19.31 (£2.81)
125 0.023 (+0.001) 11.13 (£0.43)
0 0.203 (20.000) 1000 (0.13)
15 0.092 (+0.001) 4537 (20.51)
25 0.055 (0.001) 27.14 (£0.26)
5 35 0.033 (+0.000) 16.45 (+0.21)
45 0.029 (:0.001) 14.37 (20.26)
55 0.015 (+0.001) 7.38 (£0.51)
0 0.203 (20.000) 1000 (0.13)
5 0.105 (+0.001) 52.01 (:0.43)
10 0.093 (+0.002) 46.09 (£0.89)
60 15 0.053 (:0.003) 26.25 (+1.41)
20 0.034 (:0.001) 16.88 (0.64)
25 0.015 (+0.001) 7.38 (£0.60)
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Cizelge EK-F.2. Kismi saflagtirilmis mTG enzim stabilitesine pH nin etkisi

pH Stire (dak) Aktivite (U/ml) Kalan aktivite (%)
0 0.19 (x0.001) 100.0 (£0.32)
5 0.10 (:0.002) 52.98 (+1.05)
10 0.05 (:0.002) 28.37 (+1.19)
4.0 15 0.04 (:0.000) 19.74 (£0.23)
20 0.03 (20.000) 16.91 (£0.05)
30 0.02 (0.001) 11.93 (+0.46)
0 0.19 (0.000) 100.0 (£0.14)
10 0.19 (:0.006) 98.22 (+3.20)
y, 20 0.18 (+0.001) 96.44 (+0.78)
30 0.19 (+0.004) 100.5 (+2.37)
60 0.19 (0.002) 103.0 (1.14)
0 0.19 (£0.000) 100.0 (£0.14)
10 0.09 (:0.000) 45.81 (+0.09)
20 0.08 (:0.000) 44.85 (+0.05)
8.0 30 0.08 (:0.001) 43.66 (£0.68)
45 0.09 (+0.002) 48.50 (+0.96)
60 0.09 (:0.002) 49.78 (+1.14)

Cizelge EK-F.3. Kismi saflagtirilmis mTG enzim aktivitesine metal iyonlart ve EDTA’nin etkisi

Uygulama Aktivite (U/ml) Kalan aktivite (%)
Kontrol 0.185 (£0.001) 100.00 (+0.28)
EDTA 0.227 (£0.002) 122.35 (+0.84)
ZnS0, 0.009 (£0.000) 4.82 (+0.19)

FeCl, 0.128 (+0.000) 69.17 (+0.19)
CaCl, 0.179 (+0.006) 96.74 (+2.98)
Cl,Co 0.132 (+0.000) 71.17 (+0.05)
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