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Oz
Bu ¢alismada Kilis ili toprak orneklerinden iireaz iiretici Bacillus spp. suslari izole edilmistir. B10 ve B11 olarak
isimlendirilen suslardan saflastirilan intraseliiller {ireazin spesifik aktiviteleri 1.38+0.07 ve 1.22+0.02
pmol/min/mg’dir. B10 susunun iireaz {iretimini arttirabilmek i¢in “Design Expert statistical software” (Design
Expert 8.0.7)’in kullanildigi Box Behnken deneme plani uygulanmistir. Maksimum iireaz iiretimi %5.00 {ire,
%3.00 siikroz ve %2.00 et oziitll iceren besi ortaminda gozlenmis ve optimum kosullardaki en yiiksek spesifik
aktivite 1.498+0.05 pmol/min/mg olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus spp., Box Behnken, Ureaz, Yiizey Yanit Metodolojisi

Statistical Optimization of Urease Production by Bacillus B10 Strain
Isolated From Kilis Soils

ABSTRACT
In this study, urease producer Bacillus spp. strains were isolated from Kilis soil samples. The specific activities
of intracellular urease purified from strains named as B10 and B11 were 1.384+0.07 and 1.22+0.02 pmol/min/mg.
Box Behnken design using "Design Expert statistical software" (Design Expert 8.0.7) was applied to increase the
urease production of B10 strain. Maximum urease production was observed in a medium containing 5.00% urea,
3.00% sucrose and 2.00% meat extract and the highest specific activity under optimum conditions was calculated
as 1.498 £+ 0.05 pmol/min/mg.
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|. GIRIS

Ureaz enzimi (iire amidohidrolaz E.C. 3.5.1.5), iireyi hidrolize ederek amonyak ve karbonik asit
olusturan bir enzimdir. Uluslararasi Biyokimya Birligi (International Union Biochemistry) 1961
yilinda aldigir karar ve 1972 yilinda yaptigi revizyon ile iireaz enzimini E.C.3.5.1.5 seklinde
tammlamustir [1]. Ureaz enzimi ilk kez 1926 yilinda James B. Sumner tarafindan fasiilye (Canavalia
ensiformis) tohumundan kristalize edilmistir [2]. Enzimin topraktaki varligi ise ilk olarak 1935 yilinda
Rotini tarafindan rapor edilmistir. Bu siireyle birlikte iirenin giibreleme islemi ve bitkilerdeki azot
arzinin diizenlenmesindeki 6nemli roliinden dolay: siirekli incelenen bir enzim olmustur [3].

Urenin hidrolizi normal sartlarda oldukca yavas bir reaksiyon olup katalizdrsiiz tepkimeler sonucu
olusan iiriinler amonyak ve siyaniirik asittir. Ortamda katalizor sonucu olusan iiriinler ise amonyak ve
karbonik asittir. Reaksiyonun son evresinde karbonik asit kendiliginden pargalanarak karbondioksit ve
amonyaga doniismektedir [4]. Ayn1 zamanda iirenin tireaz tarafindan hidrolizi sonucunda karbamat
(H2CO3)2 olugmaktadir. Olusan karbamat kendiliginden ayrisarak baska bir amonyak ve karbonik asit
molekiiliinii iiretir. Iki amonyak molekiilii ve karbonik asit daha sonra sudaki protonu giderilmis ve
protonlanmis formlariyla dengelenir, bu da kalsiyumun kristaller halinde ¢dkelmesine neden olan
pH'da bir artigla sonuglanir [5].

Ureaz enzimi ilk kristallesen enzim ve nikel iyonlarinin varliginin saptandig ilk enzimatik proteindir.
Ayrica enzimin uzun siireli hastaliklar dahil olmak {izere ¢esitli hastaliklarda gerekli olan bir viriilans
faktdr olabilecegi de gosterilmistir [6]. Ureaz enziminin ii¢ boyutlu yapist 1930’lu yillarda X 1511
kristallografisi ile belirlenmis olsa bile bu yapinin aydinlatilmast 1967 yillarinda bilgisayar
teknolojisinin gelismesiyle miimkiin olmustur [7]. Bakteriyel iireazlarda biiyiik alt birim olan a alt
birimi 60-70 kDa ve iki kii¢iik alt birim olarak ifade edilen B ve y alt birimlerinin molekiiler agirliklari
sirasiyla 8-21 kDa ve 6-14 kDa agirligindadir [8].

Ureaz enziminin, gida numunelerinde, endiistriyel atik sularda, yer alt1 sularinda ve ¢evresel agir metal
iyonlarinin  saptanmasinda model enzim olarak [9], ireyi meyve sularindan, yiyeceklerden
uzaklagtirmak amagli [7], saraptan iireyi uzaklastirarak etil karbamat olusumunu 6nlemek igin [10],
kemoterapdtiklerin alimini arttirmak [10], immiinoglobulin tepkisini uyarabilen bir antijen olarak [10]
ve son yirmi yilda ise biyogimento yapiminda {iirolitik akitivite goOsteren mikroorganizmalarin
kullanimi olmak tizere pek ¢ok farkli endiistriyel kullanimi mevcuttur [11].

Endiistriyel agidan 6nemli suslar igeren, kolay izole edilebilen ve az sayida patojen sus iceren Bacillus
tiirleri biyoteknolojik ve molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda tercih edilen suslar arasinda genis yer
tutmaktadir. Bu sebeple ¢aligmamizda iirolitik akitiviteye sahip Bacillus spp. suslarinin Kilis 7 Aralik
Universitesi topragindan izole edilmesi, bu suslardan iireazin kismi saflastirilmasi, aktivite tayininin
aragtirilmasi ve ilireaz liretim ortaminin istatiksel optimizasyonu amaglanmistir.

II. MATERYAL VE YONTEM

A. YONTEM
A. 1. Bacillus spp. Suslarinin Izolasyonu ve Stoklanmasi

Kilis ili topraklarindan alinan 6rnekler sporlarin aktiflesmesi i¢in 65°C’de 30 dak su banyosunda
inkiibe edilmistir. Seri sulandirma yapilarak 100 uL 6rnek alinip Nutrient Agar iceren plaklara yayma
preparasyon seklinde inokiile edilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilan petri plaklarindan
tek diismiis koloniler secilmistir. Secilen kolonilerin gram boyanma ve spor olusturma karakterleri
incelenmistir. Bacillus spp. oldugu belirlenen suslarin {ireaz sentezinin belirlenmesi agisindan
Christensen Ure Agara cizgi ekim seklinde inokiile edilip 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
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birakilmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca kontrol edilen kiiltiirlerde pembe renk olusumu takip
edilmistir. Gram boyanma karakterlerine gore test edilen iireaz iiretici suslarin 37°C’de gelistirilmis bir
gecelik Luria-Bertani broth kiiltiirlerine toplam hacmin %20’si steril gliserol olacak sekilde eklenmis
ve steril eppendorf tiiplerindeki bu karisim -20°C’de saklanmistir. Ayrica suglar her 6 ayda bir
pasajlama yapilmak tizere Nutrient Agar igeren egik kiiltiirlere inokiile edilmistir.

A. 2. Intraseliiler Ureazin Kismi Saflastirilmasi

5 mL Luria-Bertani Broth igeren tiiplerdeki suslarin bir gecelik 6n iiretimi sonrasinda kiiltiirlerin
yogunlugu Mac Farland 0.5 bulanikligina ayarlanmustir. Igerisinde 45 mL enzim fermantasyon (1 g/L
et peptonu; 2 g/L KH,PO,; 1 g/L glukoz; 5 g/L NaCl; 100 mM/L iire, pH 6.8+0.2) ortami bulunan 250
mL’lik burgulu kapakli siselere aktarilarak 37°C’de 180 rpm c¢alkalama hizinda 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben saflastirma basamaklar1 uygulanmustir. 50 mL’lik steril falkonlara
alman kiiltiirler 5500 rpm 20 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir. Ve besiyerinden uzaklastirilan
hiicreler enzim saflastirilmasi i¢in lizozim ¢ozeltisi ile 5 dakikalik total periyotta parcalanmistir.
Hiicreler 30 saniye de bir sonikatdor ve akabinde 30 saniye buz fiizerinde bekletilerek siireg
tamamlanmustir. Falkon tiiplerindeki 6rnekler 5500 rpm’de 20 dakika +4°C’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij isleminden sonra siipernatantlar ayr1 eppendorflara alimip sonraki analizler igin +4°C’de
saklanmigtir.

A. 3. Ureaz Aktivite Tayini

Ureaz aktivitesi Berthelot yontemine gére uygulanmistir [12]. 1.95 mL iire ¢ozeltisine 50 uL enzim
eklenerek 5 dak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi karisima 500 pL fenol reaktifi
(esit hacimde karistirilmis %10 fenol (w/v); %0.05 sodyumnitroprussid (w/v)) ve 500 uL alkali
hipoklorid (esit hacimde karistirillmis %5 NaOH (w/v); %2.6 NaOCI (v/v)) eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. Tipler 55°C’de 5 dak su banyosunda bekletilerek iireaz aktivitesini igsaret eden mavi
renk olusumu kontrol edilmistir. Reaksiyon tiipleri 630 nm dalga boyunda UV-Visible
spektrofotometrede kore karsi okutulmustur. Kor olarak enzim bulundurmayan saf su igeren tiipler
kullanilmigtir. Tiim aktivite tayinleri 3 tekrarli yiritilmistir [7]. Standart ¢alisma grafiginin
hazirlanmas1 i¢in 0-0.5 pmol/mL konsantrasyonlarda amonyum siilfat ¢ozeltileri kullanilmstir.
Yukarida verilen iireaz aktivite tayin metodu uygulanarak 630 nm’de absorbans degerleri okunmustur.
Ureaz aktivitesi, reaksiyon sonunda ortaya ¢ikan iiriin miktar1 cinsinden ¢izdirilen egriden elde edilen
egim degerine gore hesaplanmugstir. Ureaz aktivitesinin bir iinitesi 37°C’de dakikada 1 pmol iire
hidrolizasyonu icin gerekli enzim miktaridir. Total protein miktart Lowry ve ark. (1951) tarafindan
bildirilen metoda gore belirlenmistir [13]. Enzimin spesifik aktivitesi 1 miligram toplam proteindeki
aktivite olarak hesaplanmustir.

A. 4. Ureaz Fermantasyon Ortaminin Optimizasyonu
Box Behnken deneysel tasarim modeli ile en yiiksek enzim aktivitesi gésteren sus igin fermantasyon
ortaminin optimizasyon c¢aligmasi siirdiiriilmiistiir. Box Behnken deneysel modelinde kullanilan

bagimsiz degiskenler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Modelde incelenen parametrelerin seviye degerleri

Seviye No Ure (%) Siikroz (%) Et oziitii (%)
-1 2.00 1.00 1.00
0 3.50 2.00 2.00
1 5.00 3.00 3.00

Box-Behnken, 2 seviyeli 3 faktoriyellik tasarimda tiim degiskenlerin (X3, X; ve X3) orta degerlerinin
almdig1 merkez noktada toplamda 15 adet deney noktasi icermektedir. 3 adet bagimsiz degiskenin
belirlendigi modelde tiim analizler 3 tekrarl yiriitiilmiistiir (Tablo 2).
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Tablo 2. Ug¢ bagimsiz degisken icin Box-Behnken deneme plani, 3 merkez noktali (1, 10 ve 13) 15 deney

Deney No Xi(iire) Xysiikroz) X3 (et iziitii)
1 0 0 0
2 1 0 -1
3 -1 -1 0
4 1 1 0
5 -1 0 1
6 -1 1 0
7 -1 0 -1
8 1 0 1
9 0 1 -1
10 0 0 0
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 1 -1 0
15 0 -1 -1

Daha yiiksek enzim aktivitesi elde etmek amaciyla fermantasyon ortamina modele uygun
konsantrasyonda degiskenler eklenerek enzim saflastirilma ve aktivite ¢aligmalar: stirdiiriilmiistiir.

B. ISTATIKSEL ANALIZLER

Tablo 2°de verilen deney planina gore ii¢ bagimsiz degiskenin incelendigi 2 dereceden yanit yiizey
modelinde polinomal denklem kullanilarak her bir faktor degerlendirilmistir. Modele iligkin esitlik
asagida verilmistir.

Y:,30+Z,3ixxi+z,3nxxi2+z_ S Bix Xi

i=1 j=i+l

Buna gore Y sistemin cevabi, N degisken sayis1 (N=3), X; ve Xj;bagimsiz degisken, fo, fi, Bii ve Bij sabit
ve modelin regresyon katsayisini ifade etmektedir. Veri analizleri i¢in “Design Expert statistical
software” (Design Expert 8.0.7) kullanilmistir. Modelin uyumlulugu kuadratik model varyans analizi
(ANOVA) ile test edilmistir.

I1l. BULGULAR VE TARTISMA

Christensen Ure Agara inokiile edilen izolatlar tarafindan sentezlenen iireaz enzimi besi ortamindaki
iireyi NH; ve CO;’e hidrolize etmektedir. NH; meydana gelmesi besi ortaminin pH’sinin yiikselmesi
ile birlikte indikatdriin renginin degigsmesine neden olmaktadir. Fenol kirmizisinin diisiik pH’daki sar1
renginin bazik ortamda pembeye donilismesi besi ortaminda iireaz varligina isaret etmektedir. Gr (+)
karakterli ve sporlu oldugu belirlenen 20 adet Bacillus spp. izolatlarindan 2 tanesinin {ireaz iireticisi
oldugu belirlenmistir (Sekil 1).

Sekil 1. B10 ve B11 izolatlarinin Christensen Ure Agardaki aktivitesi
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Ekim cizgileri etrafinda pembe rengin gézlendigi iki izolat B10 ve B11 olarak isimlendirilmis ve
enzim iiretim ¢alismalarinda kullanilmak iizere stoklanmistir. Mols ve Abee (2008) klinik, ¢evre, gida
kokenli ve standart suslar1 igeren 49 Bacillus cereus izolatinda iirolitik aktiviteleri incelemis ve
suslarin 9’unda sar1 rengin pembeye doniisiimiine iliskin lireaz aktivitesi belirlemistir [14]. Benzer bir
calismada, Kore soya temelli fermantasyon gidalarindan izole edilen 90 Bacillus licheniformis susunda
Christensen Ure Agardaki renk degisimi arastirilmuis ve fenotipik olarak iireaz aktiviteleri test
edilmistir [15]. Intraseliiler iireaz enzim orneklerinin total ve spesifik aktiviteleri Tablo 3’te
gosterilmistir.

Tablo 3. Intraseliiler iireaz érneklerinin total ve spesifik aktivitesi

Enzim Total Aktivite Total Protein miktar1  Spesifik aktivite
ornek (EU/mL/min) (mg/mL) (umol/min/mg)
B10 2.26+0.11 1.64+0.00 1.38+0.07

B11l 1.53+0.02 1.25+0.01 1.22+0.02

Bu aktivite sonuglarina gore B10 izolatindan elde edilen iireaz enziminin aktivitesi 2.26+0.11
EU/mL/min olup, B11 o6rneginde hesaplanan (1.53+0.02 EU/mL/min) aktiviteden daha yiiksektir.
Orneklerin total protein miktarlarinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte, B11 6rneginden elde
edilen protein miktar1 1.25+0.01 mg/mL’dir. B10 iireaz preparatinin total protein miktar1 (1.6440.00
mg/mL) bu degerden yiiksektir. Spesifik aktivite analiz sonuglar1 degerlendirildiginde, B10 {ireaz
ornegi i¢in hesaplanan spesifik aktivite (1.38+0.07 pmol/min/mg), protein miktarinin yiiksek olmasina
bagl olarak B11 icin elde edilen aktiviteden (1.22+0.02 pmol/min/mg) yiiksektir. Aktivite analiz
sonuclarina dayanarak iireaz iiretim ortaminin optimizasyonu c¢aligmalarina B10 izolati ile devam
edilmistir.

Tepe ve ark. (2019) Deniz’linin kalkerli topraklarindan izole ettikleri Bacillus amyloliquefaciens U17
izolatin1 tire eklenmis Luria-Bertani besiyeri ve kalsiyum mineralizasyon besi ortaminda gelistirerek
{ireaz iiretim kapasitesini ve aktivitesini test etmislerdir [16]. Ure eklenmis Luria-Bertani besiyerinde
gelisimi takiben saflastirilan iireaz enziminin spesifik aktivitesi 1.3154+0.021 pmol/min/mg olarak
kaydedilmistir. Belirtilen bu deger B10 izolat1 i¢in hesaplanan spesifik aktivite degerinden 1.38+0.07
pmol/min/mg) diisiik, ancak B11 susunun aktivitesinden (1.22+0.02 pmol/min/mg) yiiksektir.
Fonksiyonel iireaz aktivitesi gosteren B. subtilis SF10 hiicrelerinin minimal besi ortaminda
gelistirilmesi sonucu elde edilen en diisiik spesifik aktivite 0.113+0.006 U/mg olarak belirlenmistir.
Kiiltiire 100 uM NiCl, eklenerek iireaz aktivitesi arttirilmaya calisilmis ancak hesaplanan spesifik
aktivite 0.107+0.016 U/mg ile sinirl kalmustir.

Kim ve ark. (2015) tarafindan yapilan bu caligmada kazanilan aktivite, optimizasyon c¢alismalari
oncesinde hesaplanan spesifik aktivite (1.22+£0.02 ve 1.38+0.07 umol/min/mg) degerlerimizden
oldukea diisiiktiir [17]. Bozbeyoglu ve ark. (2019) tarafindan Israfil nehrinden (Denizli) izole edilen
Bacillus aerius U2 susunun iireaz aktivitesi arastirilmig ve iire eklenmis Luria-Bertani besiyerinde
gelisimi takiben 1.52+0.1 pmol/min/mg spesifik aktivite kaydedilmistir [18] Kalsiyum presipitasyon
besiyerinde belirlenen spesifik aktivite 0.44+0.02 pmol/min/mg’dir. Ure eklenmis Luria-Bertani
besiyerinde kazanilan spesifik aktivite caligmamizda her iki sus i¢in kaydedilen aktiviteden (1.22+0.02
ve 1.38+£0.07 umol/min/mg) yiiksektir.

Bacillus spp. tiirleri ile yapilan diger bir calismada ise, Shoolini Universitesi (Hindistan) toprak
orneklerinden izole edilen suslar arasindaki total tireaz aktivitesi 0.192-0.88 U/mL olarak
kaydedilmistir. Bu aktivite degerleri ¢alismamizda her iki sus igin gozlenen aktivite araliklarindan
oldukea diisiiktiir [8].

Bacillus, Klebsiella ve Streptomyces spp. suslarinin kullanildigi diger bir ¢alismada, bakteriyel iireazin
saflastirilmasi ¢aligmalart siirdiiriilmistiir. 16 bakteriyel izolat arasinda 3 Streptomyces spp. susunun
iireaz iireticisi oldugu belirlenmis ve saflastirilan {ireazlarin total aktivitesi 0.138, 0.127 ve 0.121
U/mL olarak belirtilmistir [19]. Calismamizda B10 ve B11 iireaz molekiillerinden elde edilen aktivite
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2.26+0.11 ve 1.53+0.02 EU/mL/min olup, Streptomyces spp. tiirleri i¢in belirlenen aktiviteden
yiiksektir.

B10 susunun iireaz iiretimini arttirabilmek igin {ire, siikkroz ve et oziitii gibi baz1 onemli faktorlerin
etkisi “Design Expert statistical software” (Design Expert 8.0.7) kullanildigi Box Behnken deneme
plani uygulanarak incelenmistir. Modelin hesaplanan korelasyon katsayisi (R® 0.9828) s6z konusu
modelin, deneysel verileri ile tahmin edilen verilerinin tutarli oldugunu gostermektedir. Her bir
bagimsiz degiskenin iireaz ekspresyonu iizerindeki etkisi ANOVA varyans analizi ile belirlenmis olup,
her bir katsayinin dnemini gosteren P ve F degerleri Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Enzim iiretiminin kuadratik polinomal modeli igin varyans analizi (ANOVA)

Use your mouse to right click on individual cells for definitions.
Response 1 spesifik aktivite
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ili]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 0.56 9 0.063 3177 0.0007 significant
A-jire 0.54 1 0.54 275.85 < 0.0001
B-siikroz 3.280E-003 1 3.280E-003 1.66 0.2535
C-ef 6z0td 3.612E-005 T 3.612E-005 0.018 0.8976
AB 4.032E-003 1 4.032E-003 205 0.2121
AC 1.369E-003 1 1.369E-003 0.69 0.4426
BC 3.906E-003 1 3.906E-003 1.98 0.2183
Al 2.464E-003 1 2 464E-003 1.25 03144
B2 2.054E-003 1 2.054E-003 1.04 0.3542
C2 4.22TE-003 1 4.227E-003 214 0.2030

Prob>F degerinin 0.05’ten kiiciik olan etkiler 6nemli olarak degerlendirilmistir. 31.77 F degerli
modelin p degeri 0.0007°dir. Buna gore Onerilen modelin, bagimsiz degiskenler ile {ireaz iiretimi
arasindaki iligkinin anlamli oldugunu gostermektedir. Tablo 4’teki p degerlerine bakildiginda, sadece
X faktoriiniin yani besi ortamina eklenen {ire konsantrasyonundaki artisin (<0.0001) {ireaz ekspresyon
seviyesi lizerinde etkisinin istatiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Modelde test edilen diger
bagimsiz degiskenlerin enzim iiretim kapasitesi lizerinde etkisi 6nemli bulunmamustir.

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda spesifik aktivite ve ti¢ bagimsiz degisken arasindaki iliskiyi
ortaya koyan regresyon esitligi asagida verilmistir.

Ureaz enzimi=+1.26+0.26X;+0.020X,-2.125E-003X3+0.032X;*X,+0.018X,*X3-0.031X,* X 5-
0.026X,%0.024X,%-0.034X5?

Regresyon esitligine gore, fi (+0.26) katsayismin pozitif degeri besi ortamindaki {ire
konsantrasyonunun %2’den %5’e artisinin lireazin ekspresyon seviyesini arttirdigini ifade etmektedir.
Besi ortamina eklenen siikroz konsantrasyonu artiginin pozitif f; (+0.018) katsayist enzim iiretimini
arttirdi@in1 gostermektedir. Ancak bu etkinin p degerinin (0.2535) 0.05’ten biiyiilk olmasi istatiksel
olarak anlaml1 olmadigini gostermektedir. Benzer sekilde et dziitii igeriginin katsayisinin S (-2.125E-
003) negatif degeri besi ortamindaki konsantrasyon artisinin (%1’den %3’¢) B10 susunun iireaz
iiretimini azalttigin1 ancak modele gore bu etki anlamsiz (p degeri 0.8976) bulunmustur. Ureazin
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ckspresyon seviyesi ilizerinde anlamli etki gosteren tek bagimsiz degisken iire konsantrasyonudur (f;

(+0.26)).

Ure, siikroz ve et dziitiiniin farkli konsantrasyonlarini igeren 15 deneysel besi ortamindan saflagtirilan
ireaz enziminin spesifik aktivitesine iliskin deneysel ve tahmin edilen degerler Tablo 5'te verilmistir.

Tablo 5. B10 susunun tireaz iiretimi i¢in deneysel ve tahmin edilen spesifik aktivite degerleri

Ure Siikroz Et oziitii Spesifik aktivite
(%) (%) (%) (umol/minimg)
Tahmin
Deneme no X1 X2 X3 Deneysel Edilen
1 3.50 2.00 2.00 1.249 1.26
2 5.00 2.00 1.00 1.462 1.45
3 2.00 1.00 2.00 0.996 0.95
4 5.00 3.00 2.00 1.498 151
5 2.00 2.00 3.00 0.911 0.93
6 2.00 3.00 2.00 0.914 0.95
7 2.00 2.00 1.00 0.977 0.96
8 5.00 2.00 3.00 1.470 1.48
9 3.50 3.00 1.00 1.278 1.26
10 3.50 2.00 2.00 1.247 1.26
11 3.50 1.00 3.00 1.199 1.22
12 3.50 3.00 3.00 1.236 1.21
13 3.50 2.00 2.00 1.298 1.26
14 5.00 1.00 2.00 1.453 1.44
15 3.50 1.00 1.00 1.116 1.17

Tahmin edilen ve deneysel degerler arasindaki iliski Sekil 2°de verilmistir.

=

Tahmin edilen degerler

Deneysel degerler

26

Sekil 2. Spesifik aktivite icin deneysel ve tahmin edilen degerlerin uyumluluk grafigi

Ureaz iiretimi igin ¢izdirilen ii¢ boyutlu yamt yiizey grafikleri Sekil 3’te verilmistir.
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spesifik aktivite
1.498 A
0911

X1=A Ure

X2 = B: slkroz

Actual Factor
C: et 6z0t0 = 2.00

spesifik aktivite

B: slkroz

Design-Expert® Software B
spesifik aktivite
1.498
0.911
X1=A: Ore
X2 = C: ot 8z0td

Actual Factor
B: sikroz = 2.00

spesifik aktivite

C: et 6ztd

Design-Expernt® Software C
spesifik aktivite
1.498
0911
X1 = B: slkroz
X2 =C: et 6zit0

Actual Factor
A: re =3.50

spesifik aktivite

C: et 6z(td

Sekil 3. B10 susunun tireaz enzimi iiretimi tizerinde iire, siikroz ve et oziitii konsantrasyonlarinin kombine
etkilerinin yiizey yanit grafigi
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Bu model kullanilarak maksimum iireaz iiretimi %5.00 iire, %3.00 siikroz ve %2.00 et 6ziitii iceren
besi ortaminda gozlenmistir. Ekspresyon artist i¢in belirlenen optimum kosullardaki tahmin edilen
spesifik aktivite 1.51 pmol/min/mg’dir. Belirlenen deger 1.498+0.05 pmol/min/mg olup enzim iiretimi
icin modele uygundur. Bu deger B10 susunun optimizasyon ¢aligmalar1 dncesinde belirlenen spesifik
aktivite degerinden (1.38+0.07 umol/min/mg) yiiksektir.

Omoregie ve ark. (2017) iireaz aktivitesi tizerinde kiiltiir kosullarinin etkisini 25-30°C, pH 6.5-8.0, 24
saat inkiibasyon ve %6-8 (w/v) iire konsantrasyon ortaminda siirdiiriilen optimizasyon ¢aligmalarinda
incelemislerdir. NB33 izolat1 i¢in en yiiksek spesifik iireaz aktivitesini %8 (w/v) iireaz igeren ortamda
30°C ve pH 6.5’da inkiibasyon sonunda elde etmislerdir [20]. Calisgmamiza benzer sekilde iireaz
konsantrasyonundaki artisin enzim aktivitesini artirdigi belirlenmistir. Bacillus halodurans PO15 susu
ile siiriidiiriilen tireaz ortaminin Box-Behnken deneysel modeli temelli istatiksel optimizasyonu
caligmalarinda, 28 U/mL baglangi¢ enzim aktivitesinin yaklasik 10 kat arttirildig1 rapor edilmistir [21].
Bacillus megaterium tara26 susu iizerinde siirdiiriilen ve ¢alismamiza benzer degiskenlerin test
edildigi analizde ise, iire (0.8 M), et oziitii (%0.1) ve ksiloz (9%0.2) iceren optimize besi ortaminda en
yiiksek tireaz aktivitesi 0.48 U/mL olarak kaydedilmistir [22]. Enzim {iretimi sicaklik, pH, besinler,
inokiillasyon miktari, indiikleyici konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi gibi ¢esitli proses
degiskenlerine baglhdir.

Klasik besiyeri optimizasyon c¢alismalart tiim degiskenlerin sabit birakilarak sadece bir bagimsiz
parametrenin degistirilmesini igermektedir. Oysaki tek faktorlii optimizasyon denemeleri son derece
zaman alici, fazla degisken sayisi i¢in pahali ve genellikle yanlis sonuglar veren yontemlerdir. Bu
sebeple yanit ylizey metodolojisi (RSM) gibi istatistiksel temelli yaklasimlar, tek faktorlii
optimizasyon siirecinin sinirlamalarinin ortadan kaldirmaktadir. Ayrica, daha az deneme gerektiren bu
proses ¢ok sayida degiskeni ve aralarindaki etkilesimlerin inecelenmesine olanak vermektedir.

V. SONUC

Bu ¢alisma, tireolitik aktivite gosteren Kilis izolati Bacillus spp.’den iireaz iiretiminin istatistiksel
optimizasyonuna iligkin ilk rapordur. %5.00 iire, %3.00 siikroz ve %2.00 et Oziitii iceren besi
ortaminda Dbaglangic spesifik enzim aktivitesinin 1.498+0.05 pmol/min/mg’a kadar arttig1
belirlenmistir. Box-Behnken deneysel modeline gére enzim iiretimi {izerindeki en 6nemli faktoriin ire
miktar1 oldugu tespit edilmistir. Ileri ki calismalarimizda optimize edilmis kosullarda gelistirilen
Bacillus spp. susunun pekc¢ok ¢evre miihendisligi alaninda uygulanan mikrobiyolojik kalsiyum
karbonat ¢okelmesi analizleri test edilecektir.

TESEKKUR: Calismamizda Kilis 7 Aralik Universitesi Lisansiisti Egitim Enstitiisii tarafindan
onaylanan “Ureaz Ureticisi Bacillus spp. Mineralizasyonu ile CaCOj3'in Presipitasyonu
ve Karakterizasyonu” konulu tezin verilerinden yararlanilmigtir. Bu sebeple Kilis 7
Aralik Universitesi’ne tesekkiirlerimizi sunariz.
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