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OZET

Bu ¢alismada daha 6nceki bir ¢alismada siinmiis ekmeklerden izole edilen 14 adet Bacillus susunun, 30 °C, 37 °C, 50 °C ve
55 °C’de peptidaz iiretme potansiyellerinin belirlenmesinin ardindan, peptidaz aktivitesi en yliksek olan iki sus igin en uygun
enzim Uretim besiyeri bilesimi ve kosullarinin bir kerede bir faktor yaklagimu ile optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla en iyi
aktivite degerini saglayan karbon ve azot kaynag: ile karbon/azot orani, ¢alkalama hiz1 ve 6n kiiltiir besiyeri se¢imi maliyet
unsuru da goz oniinde bulundurularak tespit edilmistir. En iyi karbon ve azot kaynagimin sirasiyla glukoz ve maya ekstrakti
oldugu saptanmistir. Ayrica karbon/azot oranmin 1:5, ¢alkalama hizinmn 250 rpm olmasi durumunda ve on kiiltiir
hazirlanmasi i¢in enzim iiretim ortamu ile ayni besiyeri kullanildiginda daha yiiksek peptidaz aktivitesi degeri elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus, Peptidaz, Bir kerede bir faktor yaklagim

DETERMINATION OF PEPTIDASE PRODUCTION POTENTIAL OF BACILLUS STRAINS
ISOLATED FROM ROPEY BREAD AND OPTIMISATION OF SOME CULTURE
CONDITIONS FOR PEPTIDASE PRODUCTION

ABSTRACT

In this study, peptidase production potential of 14 Bacillus species isolated from ropey breads in a previous study, was
determined at 30, 37, 50 and 55 °C. Then, optimum enzyme production medium composition and conditions for two of the
strains which were found to have the highest peptidase activity were optimised with one factor at a time approach. For this
purpose, carbon source, nitrogen source, carbon/nitrogen ratio, agitation rate and pre-culture medium which ensure the best
peptidase activity were determined by considering the cost-effectiveness. The best carbon and nitrogen source was determined
as glucose and yeast extract, respectively. Furthermore, higher peptidase activity was obtained with a carbon/nitrogen ratio of
1:5, agitation rate of 250 rpm and with the utilization of enzyme production medium for preparing pre-culture.

Keywords: Bacillus, Peptidase, One factor at a time approach

1. GIRIS

Enzimler, canli hiicreler tarafindan olusturulan ve kimyasal reaksiyonlari spesifik olarak katalizleme
yeteneginde olan, protein yapisindaki maddelerdir. Hiicredeki islevlerinin yani sira hiicre disinda da
aktivite goOsterebilen enzimler ticari olarak bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal kaynaklardan
tiretilmektedir [1].

Mikrobiyal enzimlere karsi artan ilgi bitkisel ve hayvansal kokenli enzimlerin diinyadaki talebi
karsilayamamasinin bir sonucudur. Bunun yani sira mikrobiyal kokenli enzimlerin diger kaynaklara
tercih edilmelerinin nedeni biyoteknolojik uygulamalar igin gerekli olan ozelliklerin neredeyse
tamamina sahip olmalaridir. Daha genis bir ifade ile mikroorganizmalarin olduk¢a dinamik bir
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metabolizmaya sahip olmasi, mikrobiyal enzimlerin katalitik aktivitelerinin bitkisel ve hayvansal
enzimlere gore ¢ok daha yliksek olmasi, ortama kolay uyum saglayabilmeleri, derin ya da yiizey kdltiir
fermentasyonu ile kolaylikla g¢ogaltilabilmeleri, besin isteklerinin az olmasi, bulunabilirliklerinin
mevsimsel faktorlere bagli olmamasi, hem ¢evresel hem de genetik olarak kolaylikla idare
edilebilmeleri, iiretimi artirmak i¢in sus gelistirmenin miimkiin olmas1 mikrobiyal kékenli enzimlerin
tercih edilmesinde dnemli rol oynamaktadir [2, 3]. Mikrobiyal enzimler daha giivenilir, stabil ve ucuz
olup fazla miktarda iiretilebilmekte, aktiviteleri sonucu istenmeyen yan {iriin olusturmamaktadir [4].
Ayrica ideal olmayan kosullarda depolandiklarinda bile aktivitelerinde meydana gelen kayip, bitkisel
ve hayvansal enzimlerde olusan kayiplardan daha az olmaktadir [5]. Ticari olarak iiretilen ve
kullanilan enzimlerin ¢ok biiyiikk bir kismi, mikrobiyal organizmalar tarafindan {iiretilmekte ve
endiistriyel enzim kullanimi tiim diinyada biiylik bir hizla artmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin
biyoteknolojik siiregler eliyle iiretilmeleri ve ¢esitli matrikslere baglanarak daha kararli kilinmalari,
enzimlerin endiistriyel kullanimindaki artigin temel nedenleri arasindadir [3, 5].

Enzim iirettigi bilinen birgok mikroorganizma olmasina ragmen, liretimde ticari olarak kullanilabilen,
genel olarak giivenli oldugu kabul edilen (GRAS), toksik ve patojen olmayan c¢ok az sayida
mikroorganizma bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi biiylimeleri ve sporlagmalari sirasinda birgok
enzimi sentezleyen, ticari olarak bulunabilen enzimlerin yaklasik %60’inin karsilandigi Bacillus
tirleridir. Diinya enzim pazarinin yaklasik %20’lik bir kismini Bacillus tiirlerinden elde edilen
termostabil proteolitik enzimler, bunlarin ¢ogunlugunu ise deterjan endiistrisinde (%35) kullanilan
peptidazlar olusturmaktadir [6-8].

Enzim sistematiginde hidrolazlar grubu altinda yer alan peptidazlar (EC 3.4), proteinlerin peptid
baglarinin hidrolizini katalizleyerek protein ya da biiylik polipeptidleri kisa peptitlere ya da serbest
amino asitlere doniistiiren bir enzim grubudur [9,10]. Peptidaz, proteaz, proteolitik enzim gibi farkl
sekillerde ifade edilebilmelerine karsin Uluslararasi Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi-
Terimleme Komitesi (NC-IUBMB), bu enzimlerin peptidaz olarak isimlendirilmesini 6nermektedir.

Stinme, sicak ve nemli iklime sahip bolgelerde ekmeklerde goriilen, Bacillus tiiri baz1 bakterilerin
neden oldugu bir bozulmadir. Ekmege kullanilan hammadde ve ekipmanlar araciligi ile bulasip
pisirme sirasinda spor olusturarak canliligini siirdiiren ve uygun kosullar olustugu zaman da vejetatif
hale gegen bakteri, amilaz ve peptidaz salgilayarak ekmek i¢inde sivilasmaya neden olmaktadir [11-
13]. Bu durumdan yola ¢ikarak siinme etmeni Bacillus tiirii bakterilerin peptidaz iiretme potansiyelinin
yiiksek olabilecegi diisiiniilmiis ve bu calismada, s6z konusu durumun tespiti ve aktivitesi en yiiksek
olan sus/suslarin peptidaz liretiminin, enzim {iretim ortami bilesimi ve bazi iiretim kosullarinin
ayarlanmasi suretiyle optimizasyonu amaglanmustir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan Bacillus suslari, Erem [14] tarafindan siinme (rope) hastaligi
olugsmus ekmeklerden izole edilip klasik testler ve API test kitleri ile tanilanmistir. Ayrica bu suslarin
hemolitik (Hbl) ve hemolitik olmayan (Nhe) enterotoksinleri iiretmedikleri de tespit edilmistir
(yaymlanmadi). Karsilastirma saglamasi agisindan B. subtilis RSK 244 ve B. subtilis RSK 246 suslari
Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Baskanligi’ndan temin edilmis; B. subtilis PY22 ve BKO7 suslari
ise daha onceki bir caligmada [15] kullanilmis olup arastirmaci tarafindan saglanmgtir.
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2.2. Metod
2.2.1. Optik yogunluk (OD) 6l¢iimii

Beg ve Gupta [16] tarafindan bildirilen besi ortaminin modifiye edilmesi ile olusturulmus, Tablo 1°de
bilesimi verilen fermentasyon ortamindan alinan 6rnek, steril suyla seyreltilmis ve kor olarak steril
besiyeri kullanilarak 600 nm’de absorbans Ol¢limii yapilmistir. Absorbans degeri 0.4’lin iizerine
¢iktiginda OD ve hiicre yogunlugu arasindaki linear iligki ortadan kalktigindan, seyreltmeler en fazla
0.4 absorbans verecek sekilde ayarlanmustir.

2.2.2. Ham enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Fermentasyon ortamindan (Tablo 1) alinan 6rnegin 20000g 4 °C’de 15 dak. santrifiijlenmesi ile elde
edilen supernatant, ham enzim ¢6zeltisi olarak analizlerde kullanilmustir.

2.2.3. Bacillus suslarimin peptidaz iiretme kapasitelerinin belirlenmesi

Peptidaz iiretiminin tespiti i¢in Bacillus izolatlar1 Nutrient Broth’da 37 °C’de 18 saat olmak iizere 250
rpm calkalama hizinda gelistirilerek 6n kiiltiir hazirlanmis, ardindan bu 6n kiiltiirden temel sivi besi
ortamina (Tablo 1) baslangi¢ yogunlugu 0.1 OD olacak sekilde aktarim yapilmistir. Daha sonra 3 giin
farkli sicakliklarda fermentasyon yapilmis ve fermentasyon siiresince 24 saatte bir érnek alinip OD
Olclimii yapilmis ve ham enzim ¢dzeltisine peptidaz aktivitesi testi uygulanmustir.

Fermentasyonlar 30 °C, 37 °C, 50 °C ve 55 °C’de, 50 ml besiyeri igeren 250 ml’lik engelli cam
erlenlerde calkalamali inkiibatdrde (Sartorius Certomat IS, Almanya) 250 rpm hiz ile yapilmistir. Daha
once on denemelerle, bakterilerin bu sicakliklarda gelisme gosterip gostermedikleri optik yogunluk
Olciimii ile takip edilmis ve fermentasyonun gerceklestirilecegi sicaklik derecelerine buna gore karar
verilmistir.

Tablo 1. Bacillus tiirlerinin peptidaz tiretme kapasitelerinin belirlenmesi i¢in fermentasyonda kullanilan temel sivi besi
ortaminin bilesimi

Glukoz 2g/L
Maya ekstrakti 10 g/L
KH2PO4 lg/L
K2HPO4.3H20 3g/L
Na2S04 2g/L
MgSO4.7H20 0.1g/L

Fermentasyon denemeleri iki tekerriirlii olarak yapilmus, her bir fermentasyonda her bir bakteri i¢in iki
erlen olacak sekilde iki paralelli ¢aligilmigtir.

2.2.4. Peptidaz aktivitesinin belirlenmesi

Peptidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Anson [17] ve Cupp-Enyard’in [18] metodu modifiye edilmis;
substrat olarak kazein kullanilarak, mevcut peptidaz varliginda kazeinin pargalanmasi sonucu agiga
cikan serbest tirozinin spektrofotometrede (Biochrom Libra, Cambridge-ingiltere) 660 nm’de
absorbansi Ol¢iilmiistiir. Bunun i¢in; bir tanesi kor olmak iizere 3 adet 3 ml’lik test tiipiine %0.65°1ik
(w/v) kazein ¢ozeltisinden! 1 ml aktarilmis ve 37 °C’de 5 dak. bekletilmistir. Ardindan kor disindaki
tiiplere farkli miktarlarda (en fazla 200 ul olacak sekilde) ham enzim ¢ozeltisi? ilave edilip vorteks

1 pH 7.5 olan 50 mM potasyum fosfat tamponu ile taze olarak hazirlanip kullanilmigtir.
2 Gerekli oldugu durumlarda ham enzim ¢ozeltisi, pH’s1 7.5 olan 5 mM kalsiyum asetat igeren 10 mM sodyum asetat
tamponu ile seyreltilerek kullanilmstir.
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(Vortex Genie 2, ABD) ile karistirilarak 37 °C’de 10 dak. inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
reaksiyonu durdurmak igin biitiin tiiplere 1 ml 110 mM triklorasetik asit (TCA)! ilave edilmis, kor
dahil olmak iizere biitiin tiiplere son enzim ¢ozeltisi miktar1 200 pl olacak sekilde ham enzim ¢ozeltisi
eklenmis ve tiipler vorteks ile karistirilarak 37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir. Ornekler
10000g 4 °C’de 10 dak. santrifiijlendikten sonra 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine 400 pl supernatant
paralelli olarak aktarilmis, tizerlerine 1 ml 500 mM sodyum karbonat (Na,COs) ve 200 pul 0.5 M Folin
Ciocalteu ilave edilmis ve vorteks ile karistirilarak tekrar 37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda 6rnekler tekrar 10000g 4 °C’de 5 dak. santrifiijlenmis ve spektrofotometre kiivetine 1 ml
supernatant aktarilarak 660 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir.

Hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in 6ncelikle L-tirozin standardi ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Bunun i¢in 1.1 mM L-tirozin stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu stok ¢6zeltiden farkli tiiplere
0-100 ul arasinda degisen farkli hacimlerde aktarim yapilmig ve toplam hacmi 400 ul’ye
tamamlayacak sekilde saf su eklenmistir. Ardindan 1 ml 500 mM Na,COs ve 200 pl 0.5 M Folin
Ciocalteu ilave edilmis ve karistirilarak 37 °C’de 30 dak. inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
spektrofotometre kiivetine 1 ml aktarilarak 660 nm’de absorbans Ol¢iilmiistiir. Hazirlanmis olan
tiiplerdeki mg cinsinden tirozin miktarina karsilik 6lgiilen absorbans degerleri ile kalibrasyon egrisi
elde edilmistir. Peptidaz aktivitesinin hesaplanmasi ise asagida verilen formiile gore yapilmistir:

Aciga citkan tirozin miktarixAnalizdeki toplam hacim (1)

Peptidaz Aktivitesi =

Reaksiyon siresiXEnzim miktarixKivete aktarilan 6rnek hacmi

Peptidaz aktivitesi = inite/ml

Aci8a cikan tirozin miktari = mg (L-tirozin kalibrasyon egrisine gore hesaplanir)
Analizdeki toplam hacim = 2.2 ml

Reaksiyon siiresi = 10 dak.

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

Bir iinite enzim aktivitesi; kazeinin parcalanmasi ile 37 °C’de 1 dakikada 1 mg ml? tirozin acgiga
¢ikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmustir.

2.2.5. Peptidaz iiretimi icin Kiiltiir kosullarimin belirlenmesi
2.2.5.1. On kiiltiiriin hazirlanmast ve fermentasyon kosullart

Inokiilasyon igin 6n kiiltiir, bakterilerin Nutrient Broth’da 37 °C 250 rpm’de 18 saat gelistirilmesi ile
elde edilmis ve enzim fretiminin gerceklestirilecegi 50 ml besiyeri iceren 250 ml’lik erlenlere
baslangic OD 0.1 olacak sekilde (v/v) aktarilmistir. Her bir sus, bir 6nceki asamada belirlenen en iyi
peptidaz aktivitesi gosterdigi sicaklikta (K1 30 °C, K10 37 °C’de) 250 rpm’de 48 saat fermentasyona
birakilmig ve 24 saatte bir 6rnek alinarak OD ve peptidaz aktivitesi dl¢limleri gergeklestirilmistir.

2.2.5.2. Peptidaz iiretimi icin en uygun karbon kaynaginin belirlenmesi

Mevcut bakterilerin peptidaz iiretme kapasitelerinin belirlenmesinin ardindan aktivite agisindan en
uygun bulunan iki sus (K1, K10) i¢in karbon kaynagi testi uygulanmistir. Karbon kaynaginin
secilmesi, bir kerede bir faktoriin (one-factor-at-a-time/OFAT) degistirilmesi yaklasimina gore
yapilmig, bu amacgla Tablo 1°de verilen temel sivi besi ortamindaki glukoz yerine ayni oranda
sakkaroz, nisasta, arabinoz, ksiloz, mannitol ve sorbitol igeren besiyerlerinden yararlanilmistir.
Bundan sonra yapilan tiim fermentasyonlarda besiyerine, kullanilan karbon kaynaginin birim fiyat1 ile

1 6.1 N stok TCA’nin 1:55 oraninda saf su ile seyreltilmesi ile hazirlanmugtir.
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o karbon kaynagi ile elde edilen peptidaz aktivitesi karsilastirilarak aktivite-maliyet dengesi agisindan
en uygun karbon kaynagi ilave edilmistir.

2.2.5.3. Peptidaz iiretimi icin en uygun azot kaynaginin belirlenmesi

Karbon kaynaginin secilmesinin ardindan, segilen karbon kaynag: kullanilarak aktivite agisindan en
uygun olan azot kaynagi belirlenmistir. Bunun igin bir kerede bir faktoriin (one-factor-at-a-
time/OFAT) degistirilmesi yaklagimina goére Tablo 1°de verilen temel sivi besi ortamindaki maya
ekstrakti yerine ayni oranda kazein, pepton ve yeast nitrogen base (YNB, maya nitrojen bazi)
kullanilmigtir. Bundan sonra yapilan tiim fermentasyonlarda besiyerine, kullanilan azot kaynaginin
birim fiyat1 ile o azot kaynagi ile elde edilen peptidaz aktivitesi karsilastirilarak aktivite-maliyet
dengesi agisindan en uygun azot kaynag: ilave edilmistir.

2.2.5.4. Peptidaz iiretimi icin calkalama hizinin belirlenmesi

Daha onceki asamalarda segilen karbon ve azot kaynagini iceren besiyerlerine inokiilasyon yapildiktan
sonra fermentasyon 100, 180 ve 250 rpm’de gergeklestirilmistir. En iyi aktivite degerinin elde edildigi
calkalama hiz1 sonraki asamalarda kullanmak tizere se¢ilmistir.

2.2.5.5. Peptidaz aktivitesi iizerine karbon kaynagv/azot kaynagi oraninin belirlenmesi

Tespit edilen karbon ve azot kaynaklari, oranlart 1:1, 1:2, 1:5, 1:10, 2:5, ve 2:1 olacak sekilde
besiyerine ilave edilmis ve fermentasyon gergeklestirilmistir.

2.2.5.6. On kiiltiir hazirlamada kullanilan besiyerinin etkisi

Peptidaz {iretimi i¢in 6n kiiltir hem Nutrient Broth’a hem de Onceki asamalarda {iretim igin
belirlenmis bilesenleri (karbon, azot, C/N orani) igeren sivi besi ortamina Nutrient Agar’da gelismis
birer koloninin aktarilmasi suretiyle hazirlanmig ve 37 °C 250 rpm’de 18 saat inkiibe edilmis ardindan
fermentasyon ortamina inokiilasyon yapilmustir.

2.2.6. Istatistiksel degerlendirme

Farkli karbon ve azot kaynaklarinin peptidaz aktivitesi {izerine etkisi SAS istatistik programi (SAS
Instutue Inc. SAS System 9.0) kullanilarak varyans analiziyle (ANOVA) test edilmis, 6nemli bulunan
varyasyon kaynaklarinin etki diizeyleri ise Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile ortaya koyulmustur.

3. SONUCLAR VE TARTISMA
3.1. Peptidaz Aktivitesi En Fazla Olan Bacillus Suslarimin Belirlenmesi

Peptidaz iiretimi i¢in aktivitesi en yiiksek olan suglarin se¢imi, bu suslarin dort farkl: sicaklikta (30 °C,
37 °C, 50 °C ve 55 °C) fermentasyona tabi tutulmasi suretiyle yapilmistir. Farkli sicakliklarin
denemeye dahil edilmesindeki amag, mevcut suslarin gelisebildikleri, daha da Onemlisi peptidaz
aktivitesi gosterebildikleri sicaklik alt ve {ist sinirlarini tespit edebilmektir.

Fermentasyonlar yapilirken Erem vd’nin [14] izole ettigi suslar disinda, standart olarak kabul
edilebilecek suglar da (PY22 olarak kodlanan Bacillus subtilis 168 ve RSK244 olarak kodlanan
Bacillus subtilis) karsilastirma kolaylig1 saglamasi agisindan arastirmaya dahil edilmistir. Arastirmada
kullanilan BKO7 de Erem [19] tarafindan izole edilmis ve B. subtilis oldugu Karakas [15] tarafindan
bildirilmistir.
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Fermentasyon denemelerine Oncelikle yiiksek sicakliktan (55 °C) baglanmis, bu sicaklikta 72 saatlik
fermentasyon siiresince bakterilerin az da olsa gelisebildikleri (Tablo 2) ancak peptidaz aktivitesi
gosteremedikleri tespit edilmistir. Bunun {izerine daha yiiksek sicakliklar arastirmaya dahil edilmemis
ve 50 °C’de fermentasyon gergeklestirilmistir. Bu sicaklikta elde edilen OD degerleri, 55 °C’de
fermentasyon sirasinda belirlenen OD degerlerine gore daha yiiksek olmasina ragmen, bakterilerin bu
sicaklikta da peptidaz aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir. Daha sonra optimum mezofilik sicaklik
olan 37 °C ve bakterilerin iyi gelisebildikleri bilinen 30 °C’de fermentasyon gerceklestirilmistir. Her
iki sicaklikta da bakterilerin peptidaz iiretebildikleri tespit edilmistir.

Peptidaz aktivitesi testine ait sonuglar incelendiginde, 37 °C’de en yiiksek aktiviteye sahip tiirlerin
K10 (51.602 inite/ml) ve K1 (50.238 iinite/ml) oldugu Sekil 1a’dan goriilmektedir. Fermentasyona
her sus ayn1 OD degerinde (0.1) baslamis ancak 72 saatlik siire zarfinda suslarin gelisme diizeyleri
dogal olarak farkli olmus ve farkli OD degerleri elde edilmistir. Benzer sekilde, 30 °C’de
gergeklestirilen fermentasyona ait sonuglar incelendiginde (Sekil 1b) en yiiksek peptidaz aktivitesine
K1 (82.641 iinite/ml) kodlu susun sahip oldugu goériilmektedir.

Aragtirmaya dahil edilen tiim sicaklik derecelerine ait elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢alismanin
bundan sonraki kisimlarina K1 ve K10 ile devam edilmistir. Standart sus olmalar1 bakimindan PY22
ve RSK 244 kodlu suslarin da peptidaz aktiviteleri tespit edilmis ancak aktivitelerinin diger suslara
nazaran ¢ok diisiik kalmasi sebebiyle (Bkz. Sekil la ve Sekil 1b) bundan sonraki agamalarda
kullanilmamalarina karar verilmistir.
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Sekil 1. a) 37 °C’de b) 30 °C’de fermentasyona birakilan suslarin peptidaz aktivitesi (iinite/ml) sonuglart
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Suslar N1 N3 N8 N9 N16 N19 K1 K3
fa‘;t 8.01+0.10 | 4.01+0.04 | 1.54+0.03 | 2.31+0.04 | 442+0.05 | 2.85+0.08 | 2.11+0.03 | 4.10 +0.05
30°C :a%t 5.44£0.03 | 217+0.02 | 0-58+0.01 | 0.99+0.00 | 3.12+0.01 | 1.52+0.05 | 0.92£0.01 | 3,554 0.04
zai't 3.01+0.11 | 1.49+0.60 | 0.53+0.01 | 1.46+0.01 | 3-32£0.00 | 2.24+0.01 | 056+0.02 | 3.56+0.15
fa‘;t 723+0.06 | 2.12+0.04 | 0.64+0.00 | 1.52+0.10 | 3.96+0.10 | 1.13+0.03 | 2.18+0.00 | 4.30 +0.05
37°C fa%t 341+0.17 | 1.60+0.01 | 0.84+0.06 | 2.08+0.03 | 3.44+0.10 | 1.48+0.12 | 1.44+0.17 | 3.41£0.12
Zai't 288007 | 1.80£0.03 | 0.50£001 | 268+0.01 | 3.45+004 | 1:30£0.01 | 0.95£0.02 | 397+0.08
sza‘;'t 0.56+0.02 | 1.22+0.02 | 1.15+0.01 | 1.61+0.04 | 1.92+0.06 | 1.76 £0.05 | 0.54+0.01 | 2.10+0.02
50°C :a%t 0.52+0.00 | 1.30£0.02 | 9211001 | 144£0.02 | 105+0.02 | 0.80+£0.00 | 0.02+0.01 | 0.23 =0.00
Zaza't 0.43+0.00 | 0.46+0.00 | 0.17+0.00 | 1.43+0.02 | 0.26+0.00 | 0.21+0.00 | 0.01 +0.00 | 0-23=0.00
Sza‘;t 0.160.02 | 0.25+0.04 | 0.75+0.01 | 1.60+0.02 | 0-19%£0.00 | 019+ 0.00 - 0.16 = 0.05
55°C Sa%t 0.20£0.00 | 0.87+0.00 | 0.15+0.00 | 0.47+0.02 | 0.15+0.08 | 0.09+0.00 | 0.15+0.00 | 0.19+0.08
:ai't 0.11+0.02 | 053+001 | 015+0.00 | 0.32£0.00 | 0.04+0.00 | 0.16£0.00 | 0.09+0.01 | 0.02 = 0.00
Suslar K6 K7 K9 K10 K17 BKO07 PY22 RSK244
sza‘;'t 3.95+0.04 | 372£0.02 | 454000 | 448£0.11 | 24240.07 | 3.05+0.07 | 3.61+0.09 | 3.51+0.04
30°C S‘lai't 237+0.00 | 1.87+0.01 | 494+0.12 | 387007 | 11140.00 | 1.99+0.06 | 2.40 +0.06 | 2.08 +0.02
Zai't 1.51+0.03 | 1.48+0.08 | 540+0.40 | 3.61+0.04 | 1.11+0.01 | 2.33+0.10 | 1.36+0.05 | 1.14 +0.04
sza‘;t 2352005 | 239007 | 2444008 | 3.61£0.10 | 258:0,07 | 289003 | 260+0.08 | 3.34+0.07
37°C :ait 1.56£0.06 | 156+0.00 | 1.43+0.07 | 3.53+0.14 | 1.38%0.02 | 457+0.05 | 0.55+0.12 | 0.58 +0.01
Zai't 1.03£0.05 | 1.15£0.01 | 0.92+0.01 | 341006 | 1152003 | 3.34£0.04 | 0.50%0.00 | 0.61=0.01
Sza‘;t 139+0.04 | 1.56+0.01 | 1.17+0.01 | 1.86+0.00 | 1.36+0.01 | 1.85+0.02 | 0.50%0.00 | 0.45+0.00
50°C fa%t 0.65+0.00 | 046+0.02 | 065+0.05 | 025+0.00 | 0-57+0.00 | 080+0.03 | 0.19+0.00 | 0.26 = 0.00
s7a2a't 0.54+0.01 | 0.37+0.00 | 0.57+0.00 | 0.23+0.00 | 0.15+0.00 | 0.72+0.00 | 0.22+0.00 | 0.17 +0.00
sza‘;t 146013 | 206+0.18 | 0.24+0.01 TE 0.26+0.04 | 023008 | 1414008 | 215025
55°C ja%t 2194014 | 0.80+0.17 TE TE TE 0.19£0.02 | 105+0.01 | 1.90%0.10
gai't 0.94+0.00 | 0.42+0.01 | 0.03 =0.00 TE 0.04+0.00 | 0.06+0.00 | 0.58+0.01 | 1.83+0.05

T.E.: Tespit edilemedi.

K1 (GenBank erigsim numarasi: MH045777) ve K10 suglarimin niikleotid dizilimleri REFGEN (Gen
Aragtirmalar1 ve Biyoteknoloji Ltd. Sti., Ankara) tarafindan 16S mikrobiyal tanimlama yontemi ile
primer olarak 27F ve 1492R kullanilarak belirlenmis, suslar Bacillus amyloliquefaciens FE-K1 ve
Bacillus amyloliquefaciens FE-K10 (%99) olarak tanilanmustir. K1 ve K10 suslar i¢in niikleotid
dizilimleri Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. K1 ve K10 susglarinin niikleotid dizilimleri

K1
GTCGGCTGGCGGCGTGCTATACTGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGG
TGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG
GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAA
CCGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGA
GGTAACCTTTGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGACAGAGATTGG

K10
CGCGGCTGGCGGCGTGCTATACTGCAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGG
TGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAA
AGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTCAAATAG
GGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCG
GAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTG
GGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAA
ACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAARAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTCGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCAGAACAAAGGGCAGCGAAAC
CGCGAGGTTAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAG
GTAACCTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGTACAGAGATTGG

3.2. Secilen Bacillus Tiirleri i¢in Tespit Edilen Kiiltiir ve Enzim Uretim Kosullar
3.2.1. Peptidaz aktivitesi iizerine farkh karbon kaynaklarinin etkisi

Aym tiir bakteri grubu iginde her bir susun besin istegi, fermentasyonla iiretilmek istenen bilesene de
bagli olmak iizere farklilik arz etmektedir. Farkli Bacillus tiirleri ile peptidaz {iretiminin yapildig1 baz1
caligmalarda denenen kaynaklar arasindan en yiiksek peptidaz aktivitesine nisasta [20], sakkaroz [21],
laktoz ve glukoz karisimu [22], fruktoz [23, 24], glukoz [25, 26], ksiloz [27], arabinoz [28, 29] gibi
farkli karbon kaynaklari ile ulagilmigtir. Calismalardan birinde enzim aktivitesini artiran bir karbon
kaynagmin diger bir c¢alismada enzim iiretimini baskilayabildigi goriilmiistir. Bu amacgla, bu
calismada peptidaz {iretiminde kullanilan suslar i¢in 7 farkli karbon kaynagi degerlendirilerek bu
kaynaklarin peptidaz aktivitesi lizerine etkisi incelenmistir.

Farkli karbon kaynaklarinin K1 ve K10 suslarinin gelisimi ve peptidaz aktivitesi iizerine olan etkisi

Sekil 2°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde, genel olarak, aktivite degerlerinin 24. saatte daha
yiiksek olup 48. saatte azaldig1 goriilmektedir. Aksi durum sadece K1 i¢in sakkaroz kullanildiginda
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gerceklesmis, 48. saatte aktivite artmistir. OD degerindeki degisim de K1 i¢in benzer sekilde
gercekleserek 48. saatte azalmistir. Ancak K10 i¢in OD degeri genellikle 48. saatte artis gostermistir.
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Sekil 2. a) K1 ve b) K10 suslarinin peptidaz aktivitesi degeri izerine farkl karbon kaynaklarinin etkisi (X+StdH)

Bu calismada suslar acisindan genel bir profil elde etmek icin farkli kaynaklarin taranmasi
amaglanmis, en yiiksek peptidaz aktivitesine K1 i¢in ksiloz (105.67+2.22 {inite/ml), K10 i¢in mannitol
(48.08+2.33 tinite/ml) kullanildiginda ulasilmigtir. Bu durumda, tiretim igin bu karbon kaynaklarinin
secilmesi en yiiksek aktivitenin elde edilmesi agisindan mantikli gériinse de maliyet unsurunun da goz
oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. Tablo 4’de hiicre kiiltirii ¢alismalarinda kullanilabilecek,
>%98 safliktaki farkli karbon kaynaklari igin birim fiyatlar verilmistir. Ozellikle ksiloz, peptidaz
iiretimi agisindan K1 basta olmak tizere, her iki sus i¢in de iyi bir kaynak olmasina ragmen ekonomik
acidan olumsuzluk yaratmaktadir. Dolayisiyla diger kaynaklar arasindan se¢im yapilmasi daha uygun
gOriilmiistiir.

Tablo 4. Farkli karbon kaynaklari i¢in birim fiyat listesi

Karbon kaynagi (TL/kg)*
D(+)-Glukoz 169.91
Sakaroz 540.43
Nisasta™ 830.71
L(+)-Arabinoz 4012.00
D(+)-Ksiloz 2171.44
D(-)-Mannitol 580.56
Sorbitol 304.90

*1 Euro=4 TL kabul edilerek fiyatlar yaklasik olarak verilmistir.
** COziiniir patates nisastasi

***Farkli firmalarin 1 kg’lik ambalajlar1 (>%98 saflikta) karsilastirilarak en uygun fiyath olanlar degerlendirmeye alinmustir.
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Peptidaz iiretiminde ekonomik karbon kaynaginin se¢imi i¢in birim fiyatlar1 diger kaynaklara gore
daha yiiksek olan arabinoz ve ksiloz devre dis1 birakildiktan sonra aktivite verilerine! varyans analizi
(ANOVA) uygulanmis ve peptidaz aktivitesi agisindan karbon kaynaklari arasinda istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) diizeyde farklilik bulundugu belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. K1 ve K10 suslarinin karbon kaynaklarina bagl peptidaz aktivitesi degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F degeri
K1 Karbon Kaynag: 4 484.71 13.87"
Hata 5 34.96
K10 Karbon Kaynag 4 75.32 6.86"
Hata 5 10.98

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

Tablo 6’da Duncan Coklu Karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. Buna gore K1 susu i¢in en diisiik
enzim aktivitesi degeri gosteren sakkaroz ¢ikarildiktan sonra diger kaynaklar arasinda istatistiksel olarak
farklilik bulunmamaktadir. Dolayisiyla bu sus i¢in hem iyi bir aktivite degeri elde edilen hem de en ucuz
kaynak olan glukozun tercih edilebilecegi goriilmektedir. Nisasta kullanildigi zaman da benzer bir
aktivite elde edilmistir. Ayrica ¢ok daha ucuz fiyattan nisasta bulmak da miimkiindiir. Ancak nisastanin
amilaz iiretimini de tesvik edebilecegi diisiiniildiigiinden (siinmiis ekmek agisindan duruma bakildiginda,
Bacillus tiirleri ekmekte nisastay1 pargalamak i¢in amilaz salgilamaktadir. Bu durumda, sitinmiis
ekmekten izole edilen suslarin nigasta varliginda amilaz salgilamasi da olasidir. Bu ¢alismanin
devaminda, elde edilen peptidazin saflastirilmasi disiiniildiigiinden ortamda amilaz aktivitesinin de
olmasinin saflagtirma islemini zorlastiracag: diisiiniilmiistiir), glukozun kullanilmasina karar verilmistir.
K10 susu icin nisasta en diisiik aktivite degerine neden oldugundan, mannitol de en yiiksek aktiviteyi
saglamasina ragmen fiyat1 nedeni ile tercih edilmemistir. Glukoz ve sakkaroz arasinda da istatistiksel
acidan bir fark olmadigindan, glukoz K10 igin karbon kaynagi olarak secilmistir.

Tablo 6. K1 ve K10 suslarinin karbon kaynaklarina bagh peptidaz aktivitesi ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglari (X£StdH)

K1 K10”
D (+)-Glukoz 60.262 +7.92 38.17°+£2.16
Sakaroz 32.42°+2.00 39.83% + 3 .81
Nigasta 59.982 + 3.33 31.17°+1.58
D (-)-Mannitol 75.58% +2.82 48.08% +2.33
Sorbitol 56.21%0 + 1.27 36.59 + 0.60

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

3.2.2. Peptidaz aktivitesi iizerine farkh azot kaynaklarinin etkisi

Bilindigi iizere farkli azot kaynaklarinin bakterinin gelisimi ve iiriin iiretimi {izerine olan etkisi farkl
olabilmektedir. Hatta ayn1 kaynak, aym1 bakteri grubundaki farkli alt tiirleri bile farkli diizeylerde
etkileyebilmektedir. Bacillus tiirleri kullanilarak peptidaz iretiminin gergeklestirildigi  bazi
calismalarda en yiiksek peptidaz aktivitesi degerlerine pepton [20], sigir ekstrakti [30], soya kiispesi
[31-33], kazamino asit [34] gibi azot kaynaklar1 ile ulagilmistir. Bu ¢caligmada da 4 farkli azot kaynagi
kullanilarak bu kaynaklarin peptidaz {iretimi tizerine olan etkileri incelenmistir (Sekil 3).

1 Her iki sus i¢in de 24. saat aktivite degerleri daha yiiksek oldugundan istatistiksel hesaplamalar bu veriler i¢in yapilmustir.
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Sekil 3. a) K1 ve b) K10 suslarinin peptidaz aktivitesi degeri tizerine farkli azot kaynaklarinim etkisi

K1 susu icin 24. saat verileri incelendiginde, pepton kullanildiginda en yiiksek OD degerine ulasildig
ancak en diisiik peptidaz aktivitesi (20.77+0.62 inite/ml) degerinin elde edildigi goriilmektedir. En
yiiksek aktivite degerine ise diger kaynaklara gore yaklasik 2 kat fark ile maya ekstrakt1 (47.59+2.10
inite/ml) kullanildiginda ulagilmistir. Hem aktivite hem de OD degerleri genel olarak 48. saatte
azalmig, yalnizca YNB kullanildiginda OD degerinde belirgin bir degisim gézlenmemistir. Nitekim
peptidaz iiretimini tesvik eden kiiltiir kosullar1 ile bakteri gelisimini tesvik eden kiiltiir kosullarinin
birbirinden farkli olabilecegi bildirilmistir [35].

Azot kaynaklarinin K10 iizerine olan etkisi incelendiginde (Sekil 3), pepton disinda, 48. saat OD ve
peptidaz aktivitesi degerlerinin daha yiiksek oldugu, maya ekstraktinin yine en iyi aktivite degerini
(28.430=+1.2 iinite/ml) saglayan kaynak oldugu belirlenmistir. Ayni siirede en diisiik aktivite degeri
(5.940.57 tinite/ml), K1 susunda oldugu gibi pepton kullanildiginda tespit edilmistir.

Sonuglar K1 ve K10 igin en uygun azot kaynagmin maya ekstrakti oldugunu gostermistir. Ekonomik

acgidan da bir degerlendirme yapmak i¢in oncelikle kullanilan kaynaklarin birim fiyatlar: incelenmis,
en pahali kaynagin YNB, en ucuz kaynagin ise pepton oldugu goriilmiistiir (Tablo 7).
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Tablo 7. Farkli azot kaynaklari igin birim fiyat listesi

Azot kaynagi (TL/kg)*
Kazein 367.34
Pepton 229.84
Yeast ekstrakt 287.30
YNB™ 429.04

*1 Euro=4 TL kabul edilerek fiyatlar yaklasik olarak verilmistir.
** Yeast extract nitrogen base (maya nitrojen bazi)
***Farkl1 firmalarin 1 kg’lik ambalajlar1 (>%98 saflikta) karsilastirilarak en uygun fiyatli olanlar degerlendirmeye alinmustir.

Peptidaz iiretimi i¢in hem ekonomik hem de en uygun aktivite degerini saglayan azot kaynaginin
secilebilmesi i¢in aktivite degerlerine varyans analizi uygulanmistir. K1 i¢in 24. saat, K10 i¢in ise 48.
saat verileri daha yiiksek aktivite degeri saglamistir. Bu nedenle varyans analizi ve ¢oklu karsilagtirma
testi K1 icin 24. saat, K10 igin ise 48. saat verilerine uygulanmistir. Veri analizlerine gore azot
kaynaklar1 arasinda peptidaz aktivitesi iizerine olan etkileri bakimindan istatistiksel olarak Gnemli
diizeyde (p<0.01) farklilik oldugu tespit edilmis, varyans analizi sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. K1 ve K10 suglarimin azot kaynaklaria bagh peptidaz aktivitesi degerlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD KO F degeri
K1 (24. saat) Azot Kaynagi 3 296.85 93.14™
Hata 4 3.19
K10 (48. saat) Azot Kaynagi 3 208.12 66.80™
Hata 4 3.12

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

Tablo 9’da Duncan Coklu Karsilastirma testi sonuglar1 verilmistir. K1 susu i¢in maya ekstraktinin en
yiiksek aktivite degerini sagladigi ve istatistiksel olarak da diger kaynaklardan Onemli derecede
(p<0.05) farklilik gosterdigi goriilmektedir. En ucuz kaynak olan peptona gore iki kattan fazla aktivite
degeri saglamasi ve aralarinda c¢ok biiyiik bir fiyat farki olmamasi sebebiyle iiretim ¢alismalarinda K1
igin maya ekstraktinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Benzer sekilde bir inceleme K10 susu igin
daha yiiksek aktivite degeri elde edilen 48. saat verileri i¢in yapildiginda, maya ekstraktinin en iyi
kaynak oldugu goriilmektedir. En ucuz kaynak olan pepton ile aralarindaki fiyat farkinin fazla
olmamasi ve peptona gore 5 kattan fazla aktivite degeri saglamasi sebebiyle azot kaynagi olarak maya
ekstraktinin kullanilmasina karar verilmistir.

Tablo 9. K1 ve K10 suslarinin azot kaynaklarina bagli peptidaz aktivitesi ortalamalarina ait Duncan Coklu Karsilagtirma
Testi sonuglart (X£StdH)

24. saat K1 K10™
Kazein 31.77°+0.83 4,392+ 1.07
Pepton 20.77¢+0.62 3.832+£0.54
Maya ekstrakti 4760+ 2.10 3.092+0.20
YNB™ 22.95°+0.94 5.352+ 0.41
48. saat K1™ K10™
Kazein 17.90% + 2.29 14.09°+ 0.03
Pepton 18.492+1.74 5.93°+0.57
Maya ekstrakti 12.22% +0.02 28.432+1.21
YNB™ 7.37°+0.35 7.77°+0.12

“Karsilagtirmalar p<0.05 seviyesinde yapilmustir.
""Kargilastirmalar p<0.01 seviyesinde yapilmstir.
*** Yeast extract nitrogen base

3.2.3. Peptidaz aktivitesi iizerine ¢calkalama hizinin etkisi

Aerobik fermentasyon proseslerinde oksijen, organizmanin metabolik yolunu etkileyerek tiriin tiretimi
tizerinde Onemli rol oynayan faktorlerden biridir [36]. Oksijenin fermentasyon sivisindaki
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¢Oziiniirligiiniin diisiik olmas1 ya da hizli gelisen mikroorganizmalarin oksijen alim oranlarinin yiiksek
olmasi gibi nedenlerle, ¢éziinmiis oksijen konsantrasyonu aerobik fermentasyonlar i¢in sinirlayici bir
parametredir [37]. Bu durumda mikroorganizmanin gelisme kosullarina bagli olarak bazi proseslerde
yiiksek oksijen transferine ihtiya¢ duyulurken, bazi proseslerde ise kontrollii bir oksijen transferinin
saglanmasi1 gerekmektedir [36]. Oksijen transfer hizi, ¢alkalama hiz1 ve havalandirma oranina bagh
olmaktadir. Engelli erlenlerde ¢alkalamali inkiibasyon yoluyla yapilan fermentasyonlarda,
mikroorganizmanin ihtiyag duydugu orandaki oksijeni saglamanin en basit yolu dogru calkalama
hizin1 se¢mektir. Bu sekilde ayni zamanda besin maddelerinin homojen karigsmasi ve dolayisiyla besin
transfer hiz1 da ayarlanmis olmaktadir [38]. Calkalama hiz1 gereginden fazla hizli oldugu zaman da
hiicrenin zarar gérmesine ya da enzimin denatiire olmasina neden oldugundan [30] dogru ¢alkalama
hizinin secilmesi 6nem arz etmektedir.

Sekil 4’de K1 ve K10 suslar1 i¢in fermentasyonun 24. ve 48. saatlerinde tespit edilen peptidaz
aktivitesi ve OD degerlerinin c¢alkalama hizina bagli olarak degisimi gosterilmistir. Daha &nceki
asamalarda bir yandan en iyi peptidaz aktivitesi saglarken diger yandan ekonomik olan besin kaynagini
secebilmek icin veriler istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulmus ve aralarinda peptidaz aktivitesi
acisindan farklililk bulunmayan kaynaklardan en ekonomik olani tercih edilmistir. Bu asamada ise
calkalama hizlar1 arasindaki farklilik enerji agisindan ¢ok biiyiik ekonomik farklilik yaratmayacagindan,
peptidaz aktivitesi agisindan istatistiksel bir degerlendirme yapilmamis ham veriler géz Oniinde
bulundurularak yiiksek aktivite degerini saglayan ¢alkalama hizinin se¢imi yoluna gidilmistir.

Daha onceki analizler géz 6niinde bulunduruldugunda K1 susunun 24., K10 susunun ise 48. saatte
daha yiiksek peptidaz aktivitesi verdigi bilinmektedir. Sekil 4 incelendiginde K1 ic¢in bu kosulun
degismedigi, her li¢ calkalama hizinda da 24. saatte daha yiiksek aktivite ve OD degeri elde edildigi
goriilmektedir. K10 i¢in ise 100 rpm’de 24. saatte, 180 ve 250 rpm’de ise 48. saatte hem aktivite hem
de OD degeri daha yiiksek olmustur.
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Sekil 4. K1 ve K10 suslarinin peptidaz aktivitesi degeri lizerine ¢alkalama hizinin etkisi

Peptidaz iiretimi ile bakteri gelisimi arasinda pozitif yonlii bir iligki oldugunu belirleyen arastirmacilar
[39] oldugu gibi peptidaz liretiminin bakteri gelisiminden bagimsiz oldugunu savunan arastirmacilar
da [40,41] bulunmaktadir. Sekil 4 bu agidan incelendiginde K1’in en yiiksek OD’ye 180 rpm’de
ulastig1 ancak bu ¢alkalama hizinda en diisiik peptidaz aktivitesinin elde edildigi goriilmektedir. Diger
iki calkalama hizinda OD degerleri ¢ok benzer olmasina ragmen 250 rpm’de daha yiiksek aktivite elde
edilmistir. Bu durumun farkli ¢alkalama hizinda bakterinin oksijen alim ve besine ulasma hizi farkli
olacagindan, aynt OD degerine ulasmasina ragmen, gelisme egrisinde farkli fazda olmasindan da
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Nitekim literatiirde peptidaz {iretiminin logaritmik fazin sonunda
ve duragan fazda daha fazla oldugunu bildiren kaynaklar bulunmaktadir [5, 35]. Bakteri gelisimini
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tesvik eden kiiltiir kosullariyla enzim tretimini tesvik eden kosullarin birbirinden farkli oldugunu
savunan arasgtirmacilar da mevcuttur [35, 42]. Dolayisiyla, duruma, peptidaz iiretiminin bakteri
gelisiminden bagimsiz olmasindan ziyade farkli kiiltiir kosullarinda gelisim egrisinin daha farkli
sekillenebilecegi olgusuyla yaklasmanin daha makul olabilecegi diisiiniilmektedir. K10 susu i¢in de
durumu K1’de oldugu gibi yorumlamak miimkiindiir.

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

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

Hiicre dis1 peptidaz {iretiminin karbon/azot (C/N) orani (w/w) degisiminden 6nemli 6l¢iide etkilendigi
bilinmektedir [5,43]. Her bir organizma ya da susun gelisimi ve {iriin iiretimi igin fizikokimyasal ve
besinsel ihtiyaci farkli olabileceginden [44] her bir ¢alismada, kullanilan suslar a¢isindan C/N oraninin
da belirlenmesi {iriin tiretiminde en iyiye ulagsmak agisindan fayda saglamaktadir. Nitekim Beg vd [45]
Bacillus mojavensis ile alkali peptidaz tiretimi gerceklestirdikleri bir ¢aligmada 2 mg/ml glukoza
karsilik 12 mg/ml kazamino asit kullaniminin en iyi C/N orani oldugunu, Wu vd [46] ise Bacillus sp.
B001 susuyla peptidaz iiretiminin optimizasyonunu yaptiklar1 ¢alismada karbon ve azot kaynaklar
olarak 19.6 g/l musir unu ile 6.2 g/l soya peptonu kullaniminin ideal oldugunu tespit etmislerdir.
Dolayisiyla kullanilan kaynaga ve bakteri susuna gore ideal C/N oraninin degistigi goriilmektedir. Bu
nedenle, bu galismada da K1 ve K10 suslari igin uygun C/N orani tespit edilmistir.

K1 ve K10 suslarinin 24. ve 48. saatteki peptidaz iiretimleri ve OD degerleri tizerine farkli C/N
oraninin etkisi Sekil 5’de gosterilmistir. Sekilde x-ekseninde verilen C/N oranlar1 ayni zamanda
fermentasyonun gergeklestirildigi besiyerine (Bkz. Tablo 1) ilave edilen karbon ve azot kaynagi
miktarlarim1  (g/L cinsinden) gosterdiginden, sadelestirilmeden verilmigtir. Sekil bu agidan
incelendiginde ilk {i¢ oranda karbon kaynagi (glukoz) miktarinin sabit tutulup azot kaynagi (maya
ekstraktr) miktarinin degistirildigi, son ii¢ oranda ise tam tersine azot kaynagi miktar1 sabit tutulup
karbon kaynagi miktarinin degistirildigi goriilmektedir. Sekil 5’deki OD degerlerine bakildiginda K1
susunun OD degerinin karbon miktar1 sabitken 24. saatte, azot miktar1 sabitken ise 48. saatte daha
fazla oldugu goézlenmistir. K10 susunun OD degeri ise 2:5 oraninda farkli fermentasyon siirelerinde
sabitken; 2:10 oraninda zamanla artmis, diger oranlarda ise zamanla azalmistir. Ortamdaki besin
miktariin degismesi muhtemelen bakteri gelisiminin de farkli sekilde gerceklesmesine yol agmustir.

Sekil 5a’ya gore peptidaz iiretimi agisindan, K1 i¢in karbon miktar1 sabitken azot oraninin 10 g/I’den
daha az veya daha fazla olmasinin 24. saat peptidaz aktivitesinde bes kattan fazla azalmaya neden
oldugu gozlenmektedir. Maya ekstraktinin 10 g/I’den az olmasi durumunda aktivitenin azalmasini,
bakterinin zaten az olan azot kaynagini parcalayip kullanabilecegi besin formuna doniistiirmesi igin
daha az enzime ihtiya¢ duymasi seklinde agiklamak miimkiindiir. Fazla miktardaki azotlu bilesenler de
enzim aktivitesini baskilayabildiginden [47], 20 g/l maya ekstrakti kullanildigi zaman peptidaz
aktivitesinde azalma gozlenmistir. Ciinkii ortamda bakterinin kullanabilecegi azotlu madde
bulundugundan, bakteri peptidaz liretmeye gerek duymamaktadir. Azot miktar1 sabitken de besiyerine
2 g/I’den fazla karbon kaynagi ilavesi yine peptidaz aktivitesinde azalmaya neden olmustur.
Karbonhidrat konsantrasyonunun yiiksek olmasi durumunda da enzim iiretiminin baskilanabildigi
bildirilmistir [44]. Bu acidan bakildiginda, besiyerine karbon kaynagi olarak glukozun ilave edilmis
olmasinin katabolit represyonuna® yol agmis olabilecegi diistiniilmektedir. Ortamda besin kaynagi
olarak kolaylikla metabolize edilebilir glukoz olmasi nedeniyle bakteri oncelikle glukozu kullanma
yoluna gitmis ve peptidaz {iretimi bu nedenle baskilanmis olabilir. Sekil 5a’dan da goriildiigii gibi karbon
kaynagi miktari artirildigi zaman (5:10, 10:10, 20:10), normalde 24. saatte daha yiiksek aktivite veren K1

! Katabolit represyonu, basitce, katabolit varliginda enzim sentezinin baskilanmasi olarak tanimlanmaktadir [48].
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susu, 48. saatte daha yiiksek aktivite vermeye baglamistir. Bu da zamanla glukozun tiikkenmesi nedeniyle
artik azot kaynagimi kullanmak icin bakterinin peptidaz iiretmeye baslamasi ile aciklanabilir.
Muhtemelen fermentasyon siiresi uzatilsaydi, peptidaz aktivitesinde artig gozlenebilirdi. Literatiirde
katabolit represyonunun genellikle a-amilaz, B-glukanaz, ksilanaz ve seliilaz gibi sakkarolitik (seker
parcalayabilen) enzimlerle iligkili oldugu vurgulanmasina ragmen, peptidaz iiretimiyle iliskili oldugu
yoniinde kaynaklar da mevcuttur. Sunitha vd [47] katabolit represyonuna kars1 dayanikli (glukoz
kullanim1 engellenmis) Thermoactinomyces sp. E79’un mutant susu ile yabani susa gore iki kat fazla
aktiviteye sahip alkali peptidaz {iretimi saglamiglardir. Duruma daha farkli bir bakis acisiyla yaklasmak
da miimkiindiir. Bacillus gibi sporlu bakterilerde peptidaz salgilanmasinin, besin maddelerindeki
azalmayla birlikte, vejetatif hiicrelerin spor haline doniismesiyle ilgili olabilecegi bildirilmistir [49, 50].
Katabolit represyonunun ise Bacillus subtilis’in sekerleri kullanimiyla ilgili olan enzimlerinin,
trikarboksilik asit dongiisiindeki ilk ii¢ enzimin ve sporlasmanin baglamasini saglayan enzimlerin
transkripsiyonu diizenledigi ve glukoz varliginda sporlagmanin gergeklesmesi i¢in kilit rol oynayan ve
ekstraseliiler peptidaz iiretiminin diizenlenmesiyle iliskili olan SpoOA proteininin baskilanmasina neden
oldugu ifade edilmektedir [51]. Ancak literatiirde, sporlasma ve peptidaz tiretiminin ayn1 anda olmasina
ragmen, aralarinda bir iligki olmadigini ileri siiren yayinlar da bulunmaktadir [52]. Eger sporlasma ve
peptidaz iretimi arasinda iliski oldugu kabul edilirse, fazla glukoz varliginda sporlagsma
gerceklesmeyecegi i¢in peptidaz iiretiminin de engellenebilecegi diisiiniilebilir.

K10 i¢in de sonuglarin K1 ile benzerlik arz ettigi, besiyerinde 2 g/l glukoza karsilik 10 g/l maya
ekstraktt kullanildigi durumda en iyi peptidaz aktivitesi seviyesine ulasildigi Sekil 5b’de
goriilmektedir. Daha yiiksek miktarda glukoz ve maya ekstrakti kullanimi aktivitenin neredeyse
tamamen kaybolmasina neden olmustur.
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Calisma sonuclari, denemeye dahil edilen oranlar arasindan temel besi ortaminda kullanilmis olan
2 g/l karbon kaynagina karsilik 10 g/L azot kaynaginin, peptidaz liretimi agisindan her iki sus i¢in de
en uygun C/N orani oldugunu gésterdiginden fermentasyon denemelerine bu oranda karbon ve azot
kaynagi iceren besi ortami ile devam edilmistir.

3.2.5. Peptidaz aktivitesi iizerine 6n kiiltiir hazirlamada kullanilan besiyerinin etkisi

Calismanin su ana kadarki kisminda 6n kiiltiir siirekli Nutrient Broth (NB) ile hazirlanmus, inkiibasyon
sonunda, belirlenen bilesenleri igeren enzim iiretim ortanuna (EUO) inokiilasyon yapilmustir. Ancak enzim
iiretim ortami ayni zamanda On kiiltiir ortamu olarak kullanilirsa, asil fermentasyon sirasinda bakterinin
zaten aligik oldugu ortama adaptasyon siiresinin kisalabilecegi, enzim {iretimini daha erken ve kolay
baslatabilecegi diisiiniilmiis ve 6n kiiltiir besiyerinin peptidaz aktivitesi iizerine etkisi tespit edilmistir.

Sekil 6’da iki farkli 6n kiiltiir ortaminda gogaltilmis K1 ve K10 suglarin asil fermentasyon ortamina
aktarilmasindan sonra elde edilen peptidaz aktivitesi ve OD degerleri gosterilmistir. Sekilde peptidaz
aktivitesi degeri relatif olarak verilmis, bunun i¢in K1 susu icin EUO, 6n kiiltiir besiyeri olarak
kullanildigr zaman elde edilen aktivite degeri (19.64 {inite/ml) %100 kabul edilip diger aktivite
degerleri bagil olarak hesaplanmistir. Sonuglar, 6n kiiltiir besiyeri olarak EUO kullamldiginda,
peptidaz aktivitesi acgisindan K1 icin artis, K10 icin azalis oldugunu gostermistir. K1’in aktivite
degerinde on kiiltiir besiyeri olarak EUO’nun NB’ye goére 2 kattan fazla artis saglamis olmasi
nedeniyle, bundan sonraki olasi calismalarda K1 susu icin 6n kiiltiir besiyeri olarak EUO
kullanilmasinin uygun olacagi goriilmiistiir.
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Sekil 6. Suslarin peptidaz aktivitesi degeri lizerine 6n kiiltiir besiyerinin etkisi

4. SONUC

K1 ve K10 suslari ile peptidaz iiretimi agisindan kiiltiir kosullarinin belirlenmesi i¢in yapilan analizler,
peptidaz iiretimi i¢in en uygun enzim iiretim ortaminin, ¢alismanin en baginda belirlenmis olan temel
besi ortami (Bkz. Tablo 1) oldugunu gostermistir. Bunun disinda fermentasyon 250 rpm ¢alkalama
hizinda yapildiginda, bakteri gelisim ortaminda karbon/azot kaynagi orani agisindan 2 g/l glukoza
karsilik 10 g/l maya ekstraktt (1:5) bulundugunda daha yiiksek peptidaz aktivitesi degeri elde
edilmigtir. Ayrica On kiiltiir, enzim {iretim ortami ile hazirlandiginda K1 susunun aktivite degerinde
artis, K10 susunun aktivite degerinde ise azalis saptanmustir. Genel olarak aktivite degerinin daha fazla
olmasi nedeniyle K1 oOncelikli olmak iizere, her iki sus i¢cin de ileri diizeyde yapilabilecek
optimizasyon calismalari ile peptidaz aktivitesi degerinin daha fazla artirlabilecegi diisiiniilmektedir.
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