T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGIiTiM ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANA BIiLiM DALI

B ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
I- LISANSUSTU EGITIM
ENSTITUSU

BAZI TOPRAK BAKTERILERININ TRANSGLUTAMINAZ,
LEVANSUKRAZ VE BETA GALAKTOZIDAZ URETIM
YETENEKLERININ TARANMASI VE ELDE EDILEN
ENZIMIN KISMi KARAKTERIZASYONU

Yiiksek Lisans Tezi

Elif Giilsen KARABACAK

Danigsman

Prof.Dr. Ahmet Hilmi CON

SAMSUN
2021



Tez Kabul ve Onay1

Elif Giilsen KARABACAK tarafindan, Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON
danigmanliginda hazirlanan “Bazi Toprak Bakterilerinin Transglutaminaz,
Levansukraz ve Beta Galaktozidaz Uretim Yeteneklerinin Taranmasi ve Elde
Edilen Enzimin Kismi Karakterizasyonu” baslikli bu calisma, jiirimiz tarafindan
17.8.2021 tarihinde yapilan sinav sonucunda oy birligi / oy coklugu ile basaril
bulunarak Yiiksek Lisans Teziolarak kabul edilmistir.

Unvam Ad1 Soyadi
Universitesi
Ana Bilim/Ana Sanat Dah Imza Sonu¢
Prof. Dr. Remziye YILMAZ -
Baskan ST Kabul
Hacettepe Universitesi
Gida Miihendisligi Anabilim Dali ~
Ret
o O
Dive Prof. Dr. Ahmet 'Hl‘lml CON Kabul
(Dstman) Ondokuz Mayis Universitesi O
’ Gida Miihendisligi Anabilim Dali Ret
Dr. ngetim Uyesi Ali Osman ]
) ADIGUZEL Kabul
Uye Ondokuz Mayis Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii RDet

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen ve yukarida adlar1 yazili jiiri
iyeleri tarafindan uygun gorilmistiir.

ONAY
A
Prof. Dr. Ali BOLAT
Enstiti Mudiri



Bilimsel Etige Uygunluk Beyani

Hazirladigim Doénem Projesi tezinin biitiin asamalarinda bilimsel etige ve
akademik kurallara riayet ettigimi, ¢aligmada dogrudan veya dolayli olarak
kullandigim her alintiya kaynak gosterdigimi ve yararlandigim eserlerin
Kaynaklar’da gosterilenlerden olustugunu, her unsurun enstitii yazim kilavuzuna
uygun yazildigii ve TUBITAK Arastirma ve Yaym Etigi Kurulu Yonetmeligi’nin 3.
boliim 9. maddesinde belirtilen durumlara aykir1 davranilmadigini taahhiit ve beyan

ederim.

13/07/2021
Elif Giilsen KARABACAK

TEZ CALISMASI OZGUNLUK RAPORU BEYANI
Tez Bashgi: Bazi Toprak Bakterilerinin Transglutaminaz, Levansukraz ve
Beta Galaktozidaz Uretim Yeteneklerinin Taranmasi ve Elde Edilen Enzimin Kismi

Karakterizasyonu

Yukarida baslig1 belirtilen tez ¢alismasi i¢in sahsim tarafindan 13.07.2021
tarihinde intihal tespit programindan alinmis olan 6zgiinliik raporu sonucunda;
Benzerlik orani % 11

Tek kaynak orani 1% 1 cikmustir.

13/07 /2021
Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON
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Calismada; farkli proses sartlarinda aktivite gosterebilecek ve endiistriyel
alanda kullanimi fazla olan transglutaminaz, B-galaktozidaz ve levansukraz enzimleri
icin uygun bir iiretici mikroorganizmanin seg¢ilmesi hedeflenmistir. Bu amagla
ekstrem kosullara sahip habitatlardan izole edilmis 41 aktinobakter izolatinin
hedeflenen enzimleri {iretim yetenekleri arastirilmis; elde edilen enzimlerin kismi
saflastirilmasi gergeklestirilerek enzim aktivitesi ve stabilitesi {izerine sicaklik ile pH
faktorlerinin etkisi incelenmis ve molekiil agirlig1 belirlenmistir.

Biyoinformatik taramada tiim izolatlarin “transglutaminaz benzeri enzim”
kodlayan gen bolgesi icerdigi belirlenmis, 9 adedinin kalitatif analiz sonucunda
iiretim yetenegi dogrulanmig, ancak sivi besiyerinde gelistirilen higbir izolatta
aktivite saptanmamistir. Levansukraz enzim genine ise sadece Micromonospora sp.
KC721 ve Micromonospora sp. KC213 izolatlarinin sahip oldugu ancak higbir
izolatin ne katt ne de sivi besiyerinde aktivite gostermedigi saptanmistir. B-
galaktozidaz enzim iretim geni varligi da 35 izolatta saptanmistir. Besiyeri
ortaminda enzin iretimi varligi 17 bakteride gosterilmis ve bunlar arasindan
digerlerine gore hizli gelisen ve nispeten yiiksek aktivite gosteren Streptomyces sp.
3K401, Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 izolatlar1 potansiyel iiretici
olarak secilmistir.

Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 izolatlar1
tarafindan {tiretilen B-galaktozidazin amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ultrafiltrasyon ve
diyaliz uygulamalar1 ile kismi saflastirilmasi gerceklestirilmis ve kismi saflagtirilmig
enzim c¢ozeltilerinin spesifik aktiviteleri sirasiyla 3,588+0,0007 U/mg protein,
1,32+0,09 U/mg protein ve 1,262+0,02 U/mg protein olarak hesaplanmistir.
Optimum ¢alisma kosullar1 da ayni sirayla 40°C ve 7,0 pH, 50°C ve 7,0 pH ve 50°C
ve 9,0 pH olarak saptanmustir. Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 B-
galaktozidazlarinin 4,0 ve 5,0 pH degerlerinde de aktivite gosterdikleri belirlenmis
ve gida proseslerinde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, farkli
alanlarda ve farkli proses sartlarinda aktivite gosterebilecek enzimlerin yerli
kaynaklardan verimli olarak {retilmesi i¢in daha genis kapsamli tarama
caligmalarinin uygun olacagi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Enzim Uretimi, Transglutaminaz, Levansukraz, B-galaktozidaz



ABSTRACT

SCANNING THE TRANSGLUTAMINASE, LEVANSUCRASE AND BETA
GALACTOSIDASE PRODUCTION OF SOME SOIL BACTERIA AND PARTIAL
CHARACTERIZATION OF ENZYMES
Elif Giilsen KARABACAK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Food Engineering
Master, July/ 2021
Supervisor: Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

In this study, we aimed to select a suitable producer microorganism for
transglutaminase, B-galactosidase and levansucrase enzymes that can show activity
in different process conditions. For this aim, targeted enzyme production capabilities
of 41 actinobacter isolates isolated from extreme conditions habitats were
investigated. After performing partial purification of the enzymes, the effect of
tempereture and pH factors on enzyme activity and stability was investigated and
molecular weight determined.

By bioinformatics scanning, it was determined that all actinobacter isolates
contain gene region encoding “transglutaminase like enzyme” production ability of 9
of them was confirmed as a result of qualitative analysis, however no activity was
detected in any isolates grown in liquid medium. Levansucrase enzyme production
gene was determined that only 2 isolates (Micromonospora sp. KC 721 and
Micromonospora sp. KC213) but none of these isolates showed activity in either agar
or broth medium. The presence of B-galactosidase enzyme production gene detected
in 35 isolates. The enzyme production in medium was shown in 17 bacteria, then
Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. 8K307 and Jiangella sp. KC603 isolates that
are fast grow and show relatively high enzyme activty compared to others were
selected as potential producers

Partial purification of B-galactosidase produced by Streptomyces sp. 3K401,
Jiangella sp. 8K307 and Jiangella sp. KC603 isolated was carried out by ammonium
sulfate precipitation, ultrafiltration and dialysis. The spesific activities of the partially
purified enzyme solutions were 3.588+0.0007 U/ mg protein, 1.32+0.09 U/mg
protein and 1.262+0.02 U/mg protein respectively. Optimum conditions were also
determined as respectively 40°C and pH 7.0, 50°C and pH 7.0, 50°C and pH 9.0.
Jiangella sp. 8K307 and Jiangella sp. KC603 B-galactosidases also showed activity
at pH 4.0 and 5.0 and it was thought that they could be used in food processes.

It has been demonstrated that more comprehensive screening studies would be
appropriate for the efficient production of enzymes that can be active in different
areas and under different process conditions.

Keywords: Enzyme Production, Transglutaminase, Levansucrase, 3- galactosidase
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SIMGELER VE KISALTMALAR

E: Enzim

S: Substrat

ES: Enzim Substrat Kompleksi

P: Uriin

U: Unit

kDa: Kilodalton

pH: Aktiiel Asitlik (Power of Hydrogen)
mTg: Mikrobiyal Transglutaminaz

IU: International Unit

rpm: Dakikada Devir Sayis1 (Revolutions per Minute)
mg: Miligram

L: Litre

GOS: Galaktooligosakkarit

FOS: Fruktooligosakkarit

pmol: Mikromol

dk: Dakika

GAP: Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase
uM: Mikromol

M: Molar

FPD: Kagit Disk Filtre (Filter Paper Disk)
mM: Milimolar

nm: Nanometre

mL: Mililitre

mmol: Milimol

g: Gram

G+C: Guanin + Sitozin

~: Yaklagik
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1. GIRIS

Molekiiler diinyadaki gelismeler, mikrobiyal cesitliligin detayli bir sekilde
incelenmesini miimkiin hale getirerek ucuz, yliksek miktarda ve etkin enzimler
iiretebilen organizmalarin kesfedilmesi ihtimalini artirmakta ve bilim insanlarint bu
konuda yeni arastirmalara siiriiklemektedir. Farkli ekolojik ortamlara adapte olan ve
bu habitatlarda gelisebilen mikroorganizmalarin yapisal ve hiicresel diizeyde farkl
ozelliklere sahip olabilmeleri nedeniyle 6zellikle endiistriyel dneme sahip metabolit
iiretim yeteneklerinin arastirilmast  biliylik Onem tasimaktadir. Mikrobiyal
metabolitlerin en Onemlilerinden birisi olan enzimler bir¢cok endiistriyel alan
acisindan vazgecilemez katalizorler durumundadir. Tarihsel gelisim siirecinde birgok
farkli kaynaktan (bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal) elde edilen endiistriyel
enzimlerin biiyilk c¢ogunlugu mikrobiyal kaynakli olarak elde edilmektedir
(Wolfgang et al., 2004). Bu tercihin nedeni mikroorganizmalardan elde edilen
enzimlerin bitki ve hayvanlardan elde edilenlere kiyasla; yiiksek aktiviteye sahip
olmalar1, istenmeyen ara {iriin olusturmamalari, yiiksek stabilite gostermeleri, biiyiik
capta elde edilmeleri ile ucuz olmalaridir (Wiseman and Price, 1987). Mikrobiyal
enzim Uretiminde c¢evre sartlarinin kontrol altinda tutulmasi, fermentasyon
metodlarinin gelismesi ve dogru suslarin se¢imi ile liretim miktar1 artirilarak miktar
simirlandirmas: faktorii ortadan kalkmaktadir (Topal, 1988).  Ayrica yatirim
masrafinin nispeten diisiik ve fabrika dizayninin kolay olmasi gibi iistiinliikleri de

pek cok enzimin mikrobiyal kaynakli olmasinda 6nemli bir faktordiir (Pekin, 1983).

Giliniimiizde farkli alanlarda kullanmak iizere ticari degeri olan o6zellikle sert
cevresel kosullara dayanikli enzimlerin yerli kaynaklardan verimli olarak
iretilebilmesi oldukca onemlidir. Gece-giindiiz sicaklik farki, 6rneklem alaninda
hissedilen sicaklik, pH, basing ve tuzluluk degerleri gibi ¢evresel sartlar hem ortamin
mikrobiyotasint hem de bu ortamlara uyum saglamis mikroorganizmalarin metabolit
iiretim yeteneklerini sekillendirebilmektedir. Bu nedenle, alisilagelmis alanlar
disindan izole edilen mikroorganizmalarin endiistriyel enzimlerinin varliginin
belirlenmesi i¢in taranmasi Onem tasiyan ve basari sansini arttiran bir yaklagim

olarak kabul edilmektedir.

Enzimler hiicreler i¢in hayati énem tasidiklar1 gibi gida ve diger pek g¢ok
endiistriyel alanda da teknolojik acidan oldukga énemlidir. Ornegin; siit, peynir,

sarap, bira, et iirlinleri, ekmekgilik, meyve suyu ve seker suruplari liretimi gibi birgok



gida prosesleri ile yiin, deri, tekstil, kagit endiistrileri gibi bir ¢ok endiistriyel ve
kimyasal proseslerde siklikla kullanilmaktadirlar. Enzim kullaniminin fiziksel-
kimyasal yollara gore daha az cevre kirliligine yol agmas1 ve daha ilimli kosullarda
gerceklestirilebilmesi, bir¢ok sektorde (gida, tekstil, deri, deterjan, atik su aritimi vb.)
yaygin sekilde kullanilmasinin baglica nedenlerindendir. Gida endiistrisinde
enzimlerden yeni bir iiriin elde etmek, {iriine istenen o6zellikleri kazandirmak, 6zel
katkt maddeleri {iiretimini saglamak ve gida hammaddelerindeki toksik veya
beslenme degerini disiiriicii 6geleri uzaklastirmak gibi degisik amaglara yonelik

olarak yararlanilmaktadir (Whitaker, 1996).

1.1 Tezin Amaci

Endiistriyel alanda talep goren ve kullanimi fazla olan transglutaminaz, B-
galaktozidaz ve levansukraz enzimi iiretiminde en Onemli konu; enzim iiretim
maliyetinin azaltilarak proses girdi maliyetlerinin diigliriilmesi ve elde edilecek
enzimin proses kosullarinda yeterli aktivite gdstermesidir. Bu nedenle giliniimiizde
enzim Uretimi {lizerine yapilan aragtirmalarin onemli bir kismi, uygun bir iiretici
mikroorganizmanin se¢ilmesi/olusturulmasi ile ucuz ve kolay hazirlanabilen iiretim
ortaminin tasarlanmasi tiizerine yapilmaktadir. Bu baglamda farkli alanlarda
kullanmak {izere ticari degeri olan veya ekstrem sartlara (sicaklik, pH, basing vb)
dayanikli enzimlerin yerli kaynaklardan daha verimli olarak iiretilebilmesi, tilkemizin
yerlilestirme ve disa bagimliligi azaltma politikast agisindan da onem ihtiva
etmektedir. Bu hedefe ulasabilmek i¢in ortamin mikrobiyotasini ve bu ortamlara
uyum saglamis mikroorganizmalarin metabolit iiretim yeteneklerini sekillendirebilen
farkli ve ekstrem sartlara sahip, alisilagelmis alanlar disindaki habitatlardan izole
edilen mikroorganizmalarin, endiistriyel enzimlerinin varliginin belirlenmesi igin

taranmasi Onem tasiyan ve basari sansini arttiran bir yaklagimdir.

Bu bilgiler 1s181nda diisiik maliyetli ve gida iiretim proses kosullarinda yeterli
aktivite goOsteren transglutaminaz, B-galaktozidaz ve levansukraz enzimlerinin

eldesinin amaglandig1 calismanin hedefleri asagida maddeler halinde verilmistir:

e Ondokuz Mayis Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik laboratuvarlarinda
farkl1 bolgeler ve farkli kosullara sahip topraklardan izole edilerek stoklanan
bakterilerin enzim iiretim yetenekleri taranarak daha 6nce yapilmis bir projenin

ciktilarinin endiistriye ve ekonomiye kazandirilmasi,



e Transglutaminaz, levansukraz ve [}-galaktozidaz genlerine sahip izolatlarin
saptanmasi, takiben uygun besiyerlerinde ilgili enzimleri {iretim yetenekleri ve

potansiyellerinin belirlenmesi,

e Elde edilen enzimlerin saflastirilarak kismi karakterize edilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerdeki biyolojik olaylarin kimyasal reaksiyonlarini
katalizleyen kompleks yapili organik maddelerdir. Protein yapisinda olan enzimler;
hiicre i¢indeki maddelerin yapim (anabolizma), yikim (katabolizma) ve biyoddniisiim
reaksiyonlarinin gerceklestirilmesinde katalizorlerin fonksiyonlarini tistlenmektedir

(Topal, 1985).

Antik caglardan kalma belgelere dayanarak enzimlerin en eski ticari
kullanimimin sarap yapimi oldugu saptanmistir. Bu donemlerde, Roma, Yunan,
Misir, Cin ve Hint toplumlarinda enzim kaynagi olarak, mikrobiyal fermentasyon
kullanilmistir (Price and Stevens, 1982; Copeland, 2000). Yunanca olan enzim
terimi; 1878 yilinda Willi Kiihne tarafindan ortaya atilmis olup; Tiirk¢e’ye “maya
icinde” veya “mayadaki madde” olarak ¢evrilmistir (Avcibasi, 1991; Ozgen, 1996).

Mikroorganizmalarin  kullanimi gibi enzim ekstraktlarimin da gida ve
fermentasyon proseslerinde kullanimi olduk¢a eskilere dayanmaktadir. Tarihsel siireg
icinde; 1883 yilinda Payen ve Persoz, nisastanin ¢éziliniirliigiinde malt i¢inde bulunan
diastazin etkili oldugunu; malt 6ziitliniin kaynatildiginda bu etkinin kayboldugunu
belirtmistir. 1885 yilinda Blumental, rennin enzim ekstraktinin biiylik 6lcekli
iiretimini gerceklestirmistir. 1908’de Wallenstein’in malt diastazinin kalsiyum siilfat
ile kararli duruma geldigini gozlemlemesi enzimin endiistiriyel kullaniminin
yayginlagmasina zemin hazirlamistir. 1915 yilinda Rolm, lipaz ve proteaz
enzimlerinin ¢amasir yikama sularma katilmasiyla etkili temizlik saglanabilecegi
yorumunda bulunmustur. 1926 yilinda da Summer, iireaz kristallerini elde etmis;
enzim molekiiliiniin biiyiik kisminin proteinden olustugunu belirtmistir (Martin et al.,

1986).

Takip eden yillarda yapilar1 ve fonksiyonlart daha net ortaya konan enzimlerin

endiistriyel kullanimlardaki temel avantajlar1 agagida 6zetlenmistir:

e Fiziksel-kimyasal metodlara gore daha az c¢evre kirliligine yol
acmaktadirlar.

e Reaksiyonlarin daha ilimli kosullarda gerceklesmesini saglamaktadirlar.

e Toksik degillerdir.

¢ Diisiik konsantrasyonlarda etkili sekilde kullanilabilmektedirler.



Bu sayilan temel avantajlar enzimlerin gida, tekstil, deri, deterjan, atik su

aritim1 gibi birgok sektdrde yaygin kullanimina katki saglamaktadir.

2.1.2. Enzimlerin Genel Ozellikleri ve Kimyasal Yapilari

Reaksiyon sonunda degismeden kalan ve reaksiyonu hizlandiran maddeler
“katalizor” olarak tanimlanmaktadir. Katalizoriin kullanim alanlarina 6rnek olarak;
organik kimyada hidroliz ve ester olusum tepkimelerini hizlandiran asit ve bazlar ile
otomobillerin egzoz sistemindeki konvertdrlerde kullanilan rodyum, platin gibi gegis
metalleri verilebilir. Bir katalizor gibi gbrev yapan enzimleri bu tip katalizérlerden
ayrran ve Bugg (2001) tarafindan bildirilen 6zellikler asagida maddeler halinde
belirtilmistir:

e Yiiksek kataliz hiz1 (Katalizorsiiz tepkimeye kiyasla, tepkime hizini 10°-10'*
kat artirmaktadir.)

o Substrat i¢in yiliksek spesifiklik (Enzimler, enantiyomerler ya da aym

molekiiliin ayna goriintiileri arasinda ayrim yapabilmektedir.)

e Belirli substrat {izerinde katalize edilen reaksiyon iizerinde yiiksek 6zgiilliik

(Bir polipeptit zincirinin belirli bir boliimii i¢in hidroliz vb.)

Enzimatik reaksiyonlarin gerceklesmesinde genellikle ilk basamakta; enzim
(E), substrat (S) ile birleserek enzim-substrat kompleksini (ES) olusturmakta, olusan
kompleks yapidaki enzim, reaksiyon ortaminda serbest hale gegcmekte ve iiriin (P)

meydana gelmektedir (Temiz, 1998).
E+ S (Substrat) SES —E+P (Uriin)

Enzim {izerinde substratin baglanarak kimyasal reaksiyonun gerceklestigi
bolge aktif merkez olarak adlandirilmaktadir. Substratin taninmasinda 6énemli rolii
bulunan aktif merkezin i¢ ¢eperi aminoasit kalintilartyla kaplidir ve genelde yarik ya
da cep seklindedir. Enzim gibi ¢alisan ribozimlerde de benzer sekilde aktif bolgeden
s0z edilirken, bunlarin i¢ kisimlarinin niikleotitlerle kapli oldugu bildirilmektedir.
Substratlar enzim {zerindeki aktif bolgeye Van der Waals baglari, hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 araciligiyla baglanarak Enzim-Substrat kompleksini
olusturmaktadir. Aktif bolge reaksiyon mekanizmasini degistirerek; aktivasyon
enerjisini azaltmaktadir. Uriin (P); sterik etkilesimler sebebiyle aktif bolgede kararli
olmayip buradan salinmakta ve serbest kalim sonucunda enzim baslangigtaki haline

donmektedir (EMBL-EBI, 2013).



Hiicre icinde aktivite gdsteren enzimler intraseliilar enzim (hiicre i¢i enzim)
olarak adlandirilirken; hiicre icinde sentezlendikten sonra hiicre disina salinarak
burada aktivite gosteren enzimler ekstraseliiler enzim (hiicre dist enzim) olarak

adlandiriimaktadir (Ozarslan, 2018).

Bazi enzimlerin yapisinda protein olmayan ¢esitli bilesenler bulunmaktadir;
“haloenzim” olarak adlandirilan bu enzimler apoenzim olarak bilinen protein
yapisina ilaveten protein olmayan bir kisim da igerirler. Enzimatik fonksiyon igin
gerekli olan protein olmayan gruplar “koenzim” olarak adlandirilmaktadir. Koenzim,;
sikica baglanmis bir prostetik grup veya kofaktor olarak da bilinen gevsek bir sekilde
baglanmis organik veya inorganik gruplar olabilmektedir (Hashim and Adnan, 1994).

2.1.3. Enzim Kaynaginin Se¢imi

Giderek yiikselen enzim talebine yeterli miktarda ve ekonomik olarak cevap
verebilmek icin endiistriyel enzim tiretiminde ilk ve en 6nemli basamak, dogru enzim
kaynaginin se¢imidir. Giiniimiizde enzimlerin; %60°1 kif, %24’ bakteri, %4’i
maya, %?2’si Streptomyces, %6’s1 hayvansal doku, %4’i ise bitkisel doku
kaynakhdir. Eski ticari enzim iiretimlerinde ozellikle esteraz, lipaz, proteaz gibi
enzimler hayvansal dokulardan izole edilirken; papain, bromelin gibi enzimler
bitkisel dokulardan izole edilmistir. Ancak enzim {iiretiminde hayvansal ve bitkisel
doku kullanimi; miktar smirlandirmasi, izolasyon ve saflagtirma islemlerindeki
maliyet yiiksekligi, hayvansal dokulardan kaynaklanabilecek g¢esitli kontaminasyon
riskleri (Or: prion proteini) gibi dezavantajlar1 da beraberinde getirmektedir (Kaur
and Gill, 2019). Giiniimiizde sahip oldugu c¢esitli avantajlar nedeniyle enzim
iiretiminde mikroorganizmalarin kullanimi1 hayvansal ve bitkisel doku kullanimina
kiyasla daha sik tercih edilmektedir. Enzim {iretiminde mikroorganizma kullaniminin

avantajlar1 asagida siralanmaistir:

e Farkli ¢evre sartlarina kolay adapte olabilen mikroorganizmalarin; dogrudan
laboratuvar erlenine ya da fermentore nakli olduk¢a kolaydir.

e Tarama islemleri basit oldugundan kisa siirede binlerce mikroorganizma
incelenebilmektedir.

e Mikroorganizmalarin olduk¢a genis bir gesitlilige sahip olmalar1 hem ¢ok
farkli enzimleri iiretmelerini hem de ayni enzimi iiretebilen farkli tiirlerin
bulunmasini saglamaktadir. Alternatif kaynak secimi reaktordeki proses

sartlarinda da esneklik imkani olugturmaktadir.



e Gen miihendisligi uygulamalarinin mikroorganizmalar {izerine kolayca
uygulanabilmesi; hem in vivo (hiicre i¢i) veya in vitro (hiicre disi) olarak
tiretim miktarinin binlerce kat artirilabilmesine hem de tiimiiyle yeni
tirtinler/enzimler elde edilmesine imkan saglamaktadir.

e Mikroorganizmalarin ucuz karbon ve azot kaynaklarinda gelisebilmeleri de

biiylik miktarlarda iiretimlerini saglamaktadir (Barredo, 2005).

Enzim {reticisi mikroorganizma sec¢imi sirasinda birtakim parametreler goz
oniine alinmalidir. Uretici suslar; patojenik &zellik gdstermemeli, toksik olmayan
iiriinler vermeli ve biyolojik stabilitesi yliksek olmalidir (Topal, 1985). Giiniimiizde
yaygin kullanilan mikroorganizmalar; Aspergillus tiirleri, Trichoderma tiirleri,
Bacillus tiirleri, Streptomyces tiirleri ile Kluyveromyces tiirleri olarak siralanabilir. Bu
tiirler gida endiistrisinde ¢esitli mutasyon ve seleksiyon ¢aligmalar1 yapilarak yillardir

kullanilmaktadir (Sarrouh et al., 2012).

2.1.4. Enzim izolasyonu ve Saflagtirma

Enzim kaynaginin se¢iminden sonra gelen diger 6nemli islem basamaklari
izolasyon ve saflastirmadir. Enzimlerin fonksiyonellik ve ozgilliiklerinin sahip
olduklart dogal formlarindan kaynaklanmasi nedeniyle bu dogal yapinin
korunmasinda uygun izolasyon ve saflagtirma yontemlerinin se¢imi ayri1 bir dnem
tagimaktadir. Enzim iiretiminde kullanilan proses bir biitiin olarak diisiiniilmeli ve
optimizasyon sirasinda her bir iglem basamagi arasinda gerceklesebilecek
etkilesimler ayr1 ayr1 dikkate alinarak, proses dizayninda goéz Oniinde
bulundurulmalidir. Bu etkilesimler genel siire¢ optimizasyonu agisindan da oldukga
onemlidir (Groep et al., 2000). Ornegin; fermentasyon isleminin saflastirma
izerindeki etkisi dikkate alinmadan gergeklestirilecek bir optimizasyon tiim prosesin
verimliligi olumsuz etkileyebilmektedir. Enzim saflastirma proseslerinde; maksimum
verim ve katalitik aktivite ile miimkiin olan maksimum saflik hedeflenmektedir

(Patel et al., 2017).

Fermentasyon sonunda elde edilen firiinler boyut ve yapi1 bakimindan
farkliliklar gosterdigi i¢in; izolasyon ve saflastirmada farkli teknikler gelistirilmistir
(Mukherjee, 2019). Asagida verilen Tablo 2.1’de enzim saflastirmada kullanilan

yontemler 6zetlenmistir.



Tablo 2.1 Enzim saflastirmada kullanilan yontemler ve kullanim diizeyi

Ayrim Ozelligi Yontem Kullanim Diizeyi
Santrifiigasyon Genis veya kiigiik 6lgek
Bovut veva kiitle Jel Filtrasyon Genellikle kiigiik 6l¢ek
yutvey Diyaliz, Ultrafiltrasyon Genellikle kiigiik 6l¢ek
Polarite Iyon degisim Kromatografisi Genis veya kiiciik &lgek
Yiik Elektroforez Genellikle kiiciik 5lgek
Hidrofobik Karakter Hidrofobik Etkilesim Genellikle kiigiik 6lgek
pH degisimi Genellikle genis 6lgek
e Iyonik Kuvvet Degisimi Genis veya kiigiik 6lgek
(6ziinarlik Dielektrik Sabitinin Diigiiriilmesi Genellikle genis 6lgek
Ozel Baglanma Bélgeler: Aﬁnlte .Kromatogrgﬁm . Gen.elllkle kuguk ()}(;ek
veva Yapisal Ozelliklor Immobilize Metal Iyon Kromatografisi Genis veya kiiciik 6lgek
4 P Dye-Ligand Kromatografisi Genis veya kiiciik 6lgek

(Patel, 2017 esas alinarak diizenlemistir.)

2.2. Transglutaminaz Enzimi

Transglutaminazlar (EC. 2.3.2.13), proteine bagli serbest amino gruplari veya
peptidlere bagli lizin gruplar (agil aseptorleri, alicilari) ile protenin y-karboksiamide
gruplar1 veya peptidlere bagli glutamin gruplari (agil donorleri) arasindaki kovalent
bag olusumunu kataliz eden enzim ailesidir (Zhu et al., 2011). Enzim; peptid
bagindaki glutaminil kalintisinin agil verici olan -karboksiamid grubu ile acil alici
olan bir primer amin arasindaki agil-transfer tepkimesini gergeklestirmektedir (Folk
and Finlayson, 1977). Proteninin yapisinda meydana gelen bu molekiil i¢i ve/veya
molekiiller arast baglanmalar; onun son kullanimini biiylik oranda etkilemektedir

(Zhu et al., 1995; Yokoyama et al., 2004).

Transglutaminaz enzimleri; hayvan doku ve sivilarindan, bitkilerden,
baliklardan ve mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Memelilerden elde edilen
transglutaminazlar kalsiyuma baglimliyken; mikroorganizma kaynakli olanlar
kalsiyumdan bagimsiz olup diisiik molekiiler agirliklidir. Transglutaminazlarin Gln
kalintilarina kars1 aktivitesi de elde edildigi kaynaga gore farklilik gostermektedir.
Transglutaminazlar, lipit veya yagda ¢oziinen materyalleri yliksek sicakliga dayanikli
filmler olusturarak enkapsiile etmekte, jellesmede yiiksek sicakligin etkilerine karsi
koruma saglamakta, iiriinlerin basta elastikiyet ve su tutma kapasitesi gibi g¢esitli

cozlinilirliik ve fonksiyonel 6zelliklerini modifiye etmektedir. Transglutaminazlar



kullanarak proteinin glutamin kalintilarina c¢esitli fonksiyonel gruplarin dahil

edilmesi, proteinin son kullanimini da gelistirmektedir (Zhu et al., 2011).

Transglutaminaz enzimi; whey proteinleri, soya proteinleri, aktin, miyozin ve
gluten gibi bir dizi proteinin ¢apraz baglanmasini kataliz etmek i¢in kullanilmaktadir.
Gida proteinlerinin transglutaminaz ile modifikasyonu 6nemli gida proteinlerinden
olan lizini ¢esitli kimyasal reksiyonlara karsi korumakta, lipid ve yagda ¢oziinen
materyallleri enkapsiile etmekte, 1s1 ve suya dayanikli fim olusturmakta, elastikiyet
ve su tutma kapasitesini gelistirmekte, ¢oziiniiniirlik ve fonksiyonel ozellikleri
modifiye etmekte ve esansiyel amino asit igeren proteinlerin ¢apraz baglanmasini
saglayarak yiiksek besleyici degere sahip gida proteinlerinin  eldesini

gerceklestirmektedir (Matheis and Whitaker, 1987).

Transglutaminazlarin agartma ve yikama islemlerinde yiin kalitesi tizerindeki

olumlu etkileri de belirtilmektedir (Gembeh et al., 2005).

2.2.1. Mikrobiyal Transglutaminaz Enzimi, Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri
Dogada olduk¢a yaygin bulunan transglutaminaz enzimi; ¢esitli memeli
dokulari, baz1 omurgasizlar ve mikrobiyal hiicreler (Yu et al., 2008; Kashiwagi et al.,
2002) ile soya, yer elmasi, pancar, elma gibi bitkisel dokulardan (Falcano et al.,
1993) izole edilebilmektedir Enzimin bu dokularda koagiilasyon, antibakteriyel
immun reaksiyonlari ile fotosentez gibi ¢esitli proseslere dahil oldugu kanitlanmigtir

(Kashiwagi et al., 2002).

1957 yilinda ilk olarak Guinea domuzu karacigerinden izole edilen enzime
duyulan ilgi giiniimiize kadar giderek artmis ve g¢esitli dokularda izolasyon
caligmalar1 yapilmistir (Serafini-Fracassini and Duca, 2008). Uzun donem tek ticari
kaynak olarak Guniea domuzu kullanilmis ancak enzimin karmagik izolasyon ve
saflasgtirma islemleri yiiksek maliyete (80 USD/ U) neden oldugundan arastirmacilar
farkli kaynak arayisina siiriiklemistir (Zheng et al., 2001). 80’li yillarin son
donemlerinde ise bitki transglutaminazlari {izerine yogunlagilmistir. Misir dokusunda
transglutaminaz iiretim geni tanimlanmis ve potansiyel iiretim kabiliyetine sahip
oldugu belirtilerek patentlenmistir (Torne et al., 2007). Transglutaminaz {liretim geni
tiitlin ¢igegi, piring (Campos et al., 2013), elma poleni, soya fasulyesi yapraklar
(Kang ve Cho, 1996) ve biberiye yapraklarinda da (Ibrahim vd., 2017) tespit
edilmigtir. 80’li yillar bitmeden 6nce Ando ve arkadaslari Streptoverticillium

tiirlerinde transglutaminaz aktivitesi saptayarak enzimin ticari tiretiminde bir devrim



baslatmistir (Mostafa, 2020). Uretilen enzimin aktif merkezinde sistein, histidin,

asparajin (ya da aspartat) kalintilar1 bulunmaktadir (Kieliszek and Misiewicz, 2014).

Glinlimiizde ise gida isleme endiistrisi, ylin sanayii, ¢esitli kozmetikler,
biopolimerler ile klinik uygulamalarda yaygin kullanilan transglutaminazin ana
kaynag1 mikroorganizmalardir (Savoca et al., 2018; Wang et al., 2018). Saflastirma
ve On karakterizasyon islemleri sonunda Ca'’den tamamiyla bagimsiz olan
mikrobiyal transglutaminaz enzimi; Streptoverticillium cinnamoneum CBS 683.68
(Duran et al., 1998), Streptoverticillium ladakanum (Ho et al., 2000), S. mobaraense
(Yokoyama et al., 2004), Streptomyces netropsis (Yu et al., 2008), Streptomyces
hygroscopicus (Cui et al., 2008), Streptomyces griseocarneus (Mabel and Jacob,
2012), Bacillus circulans BL32 (Souza et al., 2011) ve Kutzneria albida (Steffen et
al., 2017) gibi c¢esitli mikrobiyal kaynaklardan izole edilmistir (Mostafa, 2020).
Farkli kaynaklardan elde edilen mikrobiyal transglutaminaz (mTg) enziminin
karakteristik 6zelliklerinin belirtildigi Tablo 2.2’den goriilebilecegi gibi liretici tiire
gore degismekle birlikte mTg enziminin optimum g¢aligma kosullarinin genel olarak
45-55°C ile 6-8 pH arasinda degistigi soylenebilecektir.

Tablo 2.2. Farkli kaynaklardan elde edilen mikrobiyal transglutaminazlarin karakteristik ozellikleri
(Mostafa, 2020)

= = o a
58 £ = g€ £
£ 2£ E Ex =
Kaynak =E 22 g i=k~ 8 Referans
e = ¢4 £ &% Z
N N
<= & “a i
Bacillus circulans 45 6,3 7,0 47 6-8.,5 Soares et al. (2003)
Bacillus subtilis 29 - 8,2 60 7,5-8,5 Suzuki et al. (2000
Physarum polycophalum 39,6 6,1 - - - Klein et al. (1992)
Streptomyces hygroscopicus 38 - 6-7 37-45 5-8 Cui et al. (2007)
Streptomyces mobaraense S-8112 40 89 6-7 50 5-9 Ando et al. (1989)
Soreptomyces mobaraensis DSM- 33 - 60 55 56 Zhangetal (2012)
i”ep"’m.y ces platensis 40 - 60 55 5-6 Lin et al. (2008)
ecombinant
Streptomyces sp. 45 - 66,5 3540 4,58 Macedo et al. (2010)

Hayvansal dokulardan saglanan transglutaminaz enziminin aktivitesi; Ca'
iyonlar1 basta olmak iizere cesitli faktorlerden etkilenmektedir (Yokoyama et al.,
2004; Sharma et al, 2002). Ca*? iyonlarmnin; enzim molekiiliinde ¢esitli
konformasyonal degisikliklere neden olarak enzim aktivitesini artirdigi ve katalitik

merkezdeki aminoasit kalintilarina etki gdsterdigi bilinmektedir (Kieliszek and
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Misiewicz, 2014). Mikrobiyal orijinli transglutaminazin Ca*?’

ye ihtiya¢ duymadan
aktivite gdstermesi; enzim praperatlariin hazirlanmasinda pratiklik saglayacagi igin

biiyiik avantaj getirmektedir (Macedo et al., 2010).

Mikrobiyal  transglutaminaz,  hayvansal = dokulardan elde edilen
transglutaminaza kiyasla daha diisiik molekiil agirhigina sahiptir. Uretici tiire gore
degiskenlik gostermekle birlikte yaklasik 38 kDa molekiil agirligina sahip olan
mikrobiyal transglutaminazlar tek polipeptid zincirinden olugmaktadir. Abd-et al.
(2010) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada elde edilen mTg’nin 331 amino asitten

olustugu ve izoelektrik noktasinin 8,9 pH oldugu raporlanmistir.

Mikrobiyal kaynakli enzim, enerji ve ekonomik tasarruflar saglamasiin yani
sira belirli proseslerin daha kolay gerceklestirilmesine de yardimci olmaktadir.
Giliniimiizde gen transfer teknolojisindeki gelismelerle E.coli gibi hiicrelerde gen
ekspresyonu saglanarak enzim tiretimi daha verimli yollarla
gerceklestirilebilmektedir (Kieliszek and Misiewicz, 2014). Ornegin Streptomyces
sp.’deki 1ilgili enzimi kodlayan gen Pichia pastoris’e aktarilarak enzimin disiik
maliyet ile yiiksek miktarlarda iiretimi gereklestirilmistir (Ozgelik et al., 2019).

2.2.2. Mikrobiyal Transglutaminaz Biyosentezini ve Aktivitesini Etkileyen

Faktorler

Kiiltiir ortaminda transglutaminaz olusum hizi, verimliligi ve kararlilig;
sicaklik, pH, O varligr gibi ¢esitli cevresel faktorler ile ortam bilesiminden
etkilenmektedir (Tokatl1 vd., 2018).

Giderek artan c¢aligmalarla enzim biyosentezini etkili sekilde kontrol
edebilmeyi saglayan farkl: stratejilerin gelistirilmesi de miimkiin hale gelecektir. Bu
baglamda {iretici mikroorganizma tiiri, besiyeri bilesiminin optimizasyonu,
fermentasyon sartlari ve tekniginin kontrolii ile stres faktorleri g6z Oniinde
bulundurulan faktorlerdir. Mikrobiyal transglutaminaz iiretiminde uygulanan cesitli

stratejiler Tablo 2.3’de 6rneklendirilmistir (Zhu and Tramper, 2008).
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Tablo 2.3. Mikrobiyal transglutaminaz iiretiminde uygulanan stratejiler

Enzim
Sus Uygulanan Strateji Aktivitesi  Referans
(U/ml)

S.mobaraense Mikroorganizma tiir se¢imi 2,00 Ando et al. (1989)
Streptoverticillium Besiyeri bilesimi optimizasyonu ~1 Zhu et al. (1996)
mobarense
Streptoverticillium Besiyeri bilesimi optimizasyonu 0,331 Junqua et al. (1997)
cinnamoneum
Streptoverticillium Fermentasyon sartlarinin 3,37 Zheng et al. (2001)
mobarense WSH-Z2 kontrolii (sicaklik kontrolii)
Streptoverticillium Fermentasyon sartlarinin 3,40 Zheng et al. (2002)
mobarense WSH-Z2 kontrolii (pH kontrolii)
Streptoverticillium Besiyeri bilesimi optimizasyonu 0,348 Tellez-Luis et al.
ladakanum NRRL-3191 (karbon kaynag: se¢imi) (2004)
Streptoverticillium Besiyeri bilesimi optimizasyonu 0,725 Tellez-Luis et al.
ladakanum NRRL-3191 (karbon kaynag1 se¢imi) (2004b)
Streptoverticillium Fermentasyon satlarinin kontrolii 3,32 Yan et al. (2005)
mobaraense (karistirma hizinin etkisi)
Bacillus circulans BL32 Besiyeri bilesimi optimizasyonu, 0,306 de Souza et al.

iiretici mikroorganizma se¢imi (2006)
Streptomyces sp. P20 Besiyeri bilesimi optimizasyonu, 1,4 Macedo et al.

fermentasyon sartlarinin kontrolii (2008)

2.2.2.1. Mikroorganizma Tiirii ve Besiyeri Bilesimi

Etkin olarak transglutaminaz tiiretimi gerceklestiren temel bakteri aileleri;

Streptomyceataceae

Pseudomonadacaeae olarak

basta

olmak {izere

siralanabilir.

Literatiirde

Micrococcaceae,

Bacillacea ve

sitkca karsimiza c¢ikan

transglutaminaz lretici tiirler Tablo 2.4.’te 6zetlenmistir (Kieliszek and Misiewicz,

2014).
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Tablo 2.4 Transglutaminaz iiretici tiirler

Enzim Ureticisi Tiir Ulasilan Enzim Aktivitesi  Referans

(U/ml)
Actinomadura sp. T-2 - Kim et al. (2000)
Bacillus circulans BL32 0,28 de Souza et al. (2006)
Corynebacterium ammoniagenes - Itaya ve Kikuchi (2008)
Enterobacter sp. C3261 0,77 Bourneow et al. (2001)
Providencia sp. C1112 0,92 Bourneow et al. (2012)
Streptoverticillium mobaraense 2,00 Ando et al. (1989)
Streptomyces platensis M5218 0,66 Lin et al. (2006)
Streptomyces lividans JT46/pAE053 2,20 Lin et al. (2006)
Streptoverticillium griseocarneum 1,46 Lin et al. (2003)
Streptoverticillium sp. s-8112 1,46 Kanaji et al. (1993)

Gida endiistirisinde enzimin ticari lretiminde Streptomyces mobaraensis suslari
yaygin olarak kullanilmaktadir (Ando et al., 1989). Baz1 aragtirmacilar son yillarda
yurittikleri ¢alismalarla S. ladakanum, S. lividans gibi suslarin genetik
modifikasyonuyla daha basarili bir sekilde enzim {iretimini gergeklestirdiklerini

rapor etmislerdir (Kieliszek and Misiewicz, 2014).

Biyoteknoloji tabanli endiistriyel proseslerde; kiiltlir ortaminin formiilasyonu,
son liriin konsantrasyonu ile verimi biiyiik 6lciide etkilediginden iizerinde durulan
onemli bir parametredir. Tiim biyosentez siireci diisiiniildiiglinde toplam maliyetin
neredeyse %30’unu kiiltiir ortam1 maliyetleri olusturmaktadir (Portilla Rivera et al.,
2009). Bu nedenle dogru sekilde planlanan kiiltiir ortami maliyetlerini diislirerek

genel proses ekonomisini de olumlu etkilemektedir (de Souza et al., 2006).

Streptomyces  tiirlerinden transglutaminaz eldesiyle 1ilgili yaymlanan
caligmalarin ¢ogunda kiiltiir ortaminin ayni oldugu gézlenmektedir (Ando et al.,
1989). Ortam maya ekstrakti, pepton, sodyum fosfat, potasyum fosfat, magnezyum
stilfat ve bir karbon kaynagindan olugmaktadir (Guerra-Rodriguez and Vazquez,
2013). Karbon kaynagi olarak genelde glikoz kullanilirken, sukroz, nisasta ve
dekstrinler de kullanilabilmektedir (Kieliszek and Misiewicz, 2014). Azot kaynaklari
ise kazein, pepton, iire ve maya Oziiti olarak siralanmakla birlikte inorganik
amonyum tuzlari da azot kaynagi olarak kullanilabilmektedir. Ancak inorganik
amonyum tuzlarinin kullanimi enzim sentezinde yapiya katilacak elzem

aminoasitlerin eksikligine yol acacagindan daha az tercih edilmektedir (Zilda, 2014).
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Maya ekstrakti, pepton gibi nispeten pahali bilesenler ise maliyetin ylikselmesine

neden olmaktadir (Kieliszek and Misiewicz, 2013).

Junqua ve arkadaglar1 tarafindan Streptoverticillium cinnamoneum’dan
transglutaminaz eldesinde; enzim aktivitesi ve lretimi lizerine kazein, gliserol,
pepton, maya ekstrakti ve oligoelement varliginin etkisi incelenmistir. Oligoelement
varlifinin ne bakteri gelismesi ne de transglutaminaz iiretimi iizerinde belirgin bir
etkisinin olmadig1 belirtilmistir. Kiiltiir ortaminda kazein (38,4 g/1) ve gliserol (31,2
g/l) kullanimmin kontrol grubuna kiyasla enzim aktivitesini 3 kat artirdig

raporlanmistir (Jungua et al., 1997).

Bacillus circulans BL32’den transglutaminaz eldesi iizerine 2006 yilinda
yapilan bir ¢alismada karbon, azot ve mineral kaynaklarmin etkisi incelenmistir.
Uygun kiiltiir ortaminin tasarlanmasi i¢in test edilen anahtar bilesenler; gliserol,
sukroz, pepton, tripton, Na;HPOs, MgS04.7H,O ve FeS04.7H,O’dur. Bunlar
arasinda enzim iiretimi iizerinde %90 giiven seviyesi ile sukrozun negatif; peptonun
ise pozitif etkisi oldugu gézlenmistir (de Souza et al., 2006). Ceresino ve arkadaslar
tarafindan ise Kkiiltiir ortaminda glukoz, kazein peptonu ve KH>PO4.7H>O
kullaniminin Streptomyces sp. CBMAI 1617°dan transglutaminaz eldesinde olumlu

etki sagladigi belirtilmistir (Ceresino et al., 2018).

Endiistriyel boyutta iiretimde ise ekonomik agidan uygulanabilir olmasi igin,
daha ucuz hammaddelere dayali kiiltiir ortamlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Bahrim et
al., 2010). Bu baglamda son yillarda tarim atiklarinin kullanimina dayali daha ucuz
formiilasyonlar tasarlanmaktadir. Streptoverticillium ladakanum NRRL-3191’den
transglutaminaz eldesinde; sorgum samani ile hazirlanan kiiltiir ortami ile endiistriyel
ksiloz iceren kiiltlir ortami karsilastirilmistir. Caligma sonunda 20 g/l ticari ksiloz
iceren ortamda 96 saat sonunda 0,282 U/ml transglutaminaz aktivitesi dl¢lilmiistiir.
Filtrasyon ile sterilize edilen sorgum samani ile birlikte 20 g/l ksiloz kullanildiginda
ise 72 saat sonunda 0,348 U/ml enzim aktivitesi Ol¢iilmiistiir. Buna dayanarak
sorgum samani hidrolizatlarinin S. /adakanum’dan enzim eldesinde etkili bir kaynak

olabilecegi yorumunda bulunulmustur (Tellez-Luis et al., 2004a).

Ayni1 calisma ekibiyle yapilan baska bir ¢alismada ise enzim {iretimini
iyilestirmek amaciyla gliserol, ksiloz ve kazeinden olusan ortam optimize edilmeye

calisilmistir. Ortamin 0, 30, 60 g/L gliserol; 0, 30, 60 g/L ksiloz ve 20, 40, 60 g/L
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kazein igerecek sekilde deneysel tasarimi  kullanilarak  optimizasyonu
gerceklestirilmis ve model maksimum enzim aktivitesi i¢in ksiloz igermeyen
ortamda; 50,5 g/L gliserol ve 20 g/L kazein kullanilabilecegini dnermistir (Tellez-
Luis et al., 2004b).

Streptomyces sp. P20’den enzim iiretimi i¢in en uygun karbon ve nitrojen
kaynagini belirlemeye yonelik yapilan ¢calismada nitrojen kaynagi olarak; %0,2 maya
+ %2 pepton, %2 pepton, %2 misir surubu likorii ve %2 kazein secilmistir. Karbon
kaynaklar1 olarak da %0,2 glikoz + %2 patates nisastasi, %2 melas, %2 sukroz, %2
maltodekstrin, %2 gliserol, %2 ¢oziiniir nisasta secilmistir. Caligma nitrojen kaynagi
olarak pepton; karbon kaynagi olarak patates nisastasi/glikoz karisimi kullanildiginda

daha iyi sonuglar vermistir. (Macedo et al., 2007).

Bir bagka calismada Streptomyces mobaraensis’ten enzim eldesinde siit-
patates-gliserolden meydana gelen yiiksek aktiviteye sahip enzim eldesi i¢in
kullanilabilecek alternatif ortam bilesenleri (600 g/L yagsiz siit, 40 g/L patates 5 g/L
gliserol) olabilecegi belirtilmistir (Guerra-Rodriguez and Vazquez, 2014). Baska bir
calismada da Streptomyces mobareanse’den transglutaminaz eldesinde kiiltiir
ortaminda tarim endiistrisi atiklarindan bugday kepegi kullanilmistir. Calismada aktif
enzim salinimini artirmak amaciyla kiiltlir ortamina proteaz ve cetrimonium bromide
(CTAB) eklentisi de yapilmistir. Optimize edilmis kosullarda (5 g bugday kepegi,
39,14 U proteaz, 0,10 M MgCl,, %0,08 CTAB (Cetrimonium bromide) ile %2
inokiilasyon orani) optimize edilmemis kosullara gore 4 kat fazla enzim aktivitesi

(12,949 £ 0,061 1U/g) gozlenmistir (Fatima et al., 2019).

2.2.2.2. Fermentasyon Sartlarinin Kontrolii

Enzim {iretiminde fermentasyon sartlart optimize edilirken g6z Oniinde
bulundurulan o6nemli parametreler; sicaklik, pH, karistirma sekli ve hizidir.
Transglutaminaz tiretiminde hem hiicre biiylimesi hem de iirlin olusumda 6nemli
cevresel parametrelerden sicaklik ve pH’nin etkileri ile ilgili kinetik veriler
fermentasyon siirecinin optimize edilmesini kolaylagtirmaktadir (Yan et al., 2005).
Gelistirilen bir¢cok kinetik model, gelisme hiz1 ile fermentasyon sicakligi arasindaki
iligskiyi aciklamak i¢in ¢esitli ongoriilerde bulunmaktadir. Bu baglamda Shoolfield ve
arkadaslar1 tarafindan gelisme hizin1 sicakligin bir fonksiyonu olarak belirten

dogrusal olmayan model 6rnek olarak gosterilmektedir (Zheng et al., 2001).
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Literatiirde, fermentasyon sicaklig1 ile pH’nin transglutaminaz tiretimi lizerine
etkisini inceleyen bazi calismalarda farkli sonuclara da rastlanmaktadir. Uygun
fermentasyon kosullarinin S. griseocarneum, S. cinnamoneum ve S. mobaraense igin
30°C ve 7,0 pH oldugu belirtilirken (Gerber et al., 1994); S. mobaraense igin 28°C
ve 6,5 pH (Zhu and Tramper, 2008); S. cinnamoneum igin de 28°C ve 7,0-7,4
baslangi¢ pH’s1 oldugu (Junqua et al., 1997) belirtilmektedir.

Farkli fermentasyon sicakliklarinin elde edilen son iiriin iizerine etkisininin
incelenmesi i¢in iki basamakli sicaklik stretejisi uygulanan calismada S.mobaraense
WSH-Z2 bakterisinden elde edilen transglutaminazin enzim aktivitesi Olgiilerek
karsilastirma yapilmis ve sonuclar degerlendirilmistir. 25-35°C arasinda degisen
fermentasyon sicakliklarinda inkiibasyona birakilan bakteriden elde edilen enzim igin
en yiiksek aktivite 2,94 U/mL ile 30°C’de gdzlenmistir. Ayrica 32°C ve tizeri
sicakliklarda lag siiresinin daha kisa, spesifik gelisme hiz1 ile spesifik
transglutaminaz iiretim hizinin daha yiiksek oldugu da saptanmistir, 28°C’de ise
bliylimenin orta ve ilerleyen asamalarindaki spesifik gelisme hizi ve spesifik
trasnglutaminaz tiretim hizlarmin daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara
gore gelistirilen iki basamakli sicaklik stratejisinde fermentasyonun ilk 18 saatinde
32°C’ye birakilan; ikinci 18 saaatinde ise 28°C’ye birakilan bakteriden elde edilen
enzimin spesifik aktivitesinin 3,37 U/ml oldugu raporlanmistir (Zheng et al., 2001).
Macedo ve arkadaglar1 tarafindan yeni izole edilen Streptomyces sp. P20’den
transglutaminaz eldesi i¢in uygun fermentasyon sicakligi 30°C olarak onerilmistir

(Macedo et al., 2008).

E.coli aracihigiyla iretilen rekombinant transglutaminaz sentezinde;
fermentasyon sicakliginin gen transferi yapildiktan sonra hiicreler i¢in oldukca
Oonemli bir parametre oldugu ve iirlin veriminin sicakliktan oldukca etkilendigi
vurgulanmistir. Elde edilen enzim i¢in en yiiksek aktivitenin 1386 U/g ile 29°C’de
gozlendigi bildirilmistir (Sommer et al., 2011).

Hiicre biiyiimesi ve {irlin (enzim) olusumunu etkileyen énemli parametrelerden
biri olan pH’nin mTg iiretimi iizerine etkisi daha az bilinmektedir. Halbuki, daha iyi
bir mTg iretimi i¢in optimum bir sicaklik politikas1 uygulanarak pH’nin enzim
kinetigi iizerine olan etkisinin dikkate alinmasi gereklidir. Bu amagla yiiriitiilen bir
caligmada; pH 5,0-8,5 araligindaki ortamlarda inkiibasyona birakilan S. mobarenese

WSH-Z2’den elde edilen enzimin aktivite degerleri ol¢iilerek karsilastirilmistir. En
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yiiksek aktivite 2,90 U/ml olarak pH 6,5’te gozlenmistir. Ayrica uygulanan iki
basamakli bir pH degisim stratejisi ile ilk asamada 13 saat pH 7,0 ortaminda
inkiibasyona birakilan bakteri siire sonunda pH 6,5 ortamina alinarak tekrar 13
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda enzim aktivitesi 3,40 U/ml

olarak raporlanmistir (Zheng et al., 2002).

Fermentasyon sirasinda uygulanan havalandirma orani veya karistirma hizi da
gerek ¢Oziinmiis oksijen miktar1 gerek 1s1 ve kiitle transferini etkilediginden enzim
iretiminde goz Onilinde bulundurulmasi gereken Onemli parametrelerdendir. S.
mobarense’den transglutaminaz eldesi iizerinde fermentasyon karigtirma hizinin
etkisinin incelendigi iki basamakli karistirma uygulanan bir ¢alismada; bakteri ilk 24
saatte 450 rpm karistirma hizinda inkiibasyona birakilmig devaminda karistirma hizi
350 rpm’e diistirtilerek 24 saat daha inkiibasyona devam edilmistir. Caligma sonunda
enzim aktivitesinin 3,32 U/ml oldugu ve 350 rpm’de inkiibasyona birakilan

bakteriden elde edilen enzim aktivitesinin %15,3 daha yiiksek oldugu saptanmistir

(Yan et al., 2005).

Steptoverticillium ladakanum’dan transglutaminaz eldesinde fermentasyonda
uygulanan 200, 300 ve 400 rpm karnistirma hizlarinin karsilagtirilldigi calisma
sonucunda; karigtirma hizi artikga enzim biyokiitle konsantrasyonunun arttig1 ve en
yiiksek enzim aktivitesinin 400 rpm karistirma hizinda gliserol ve melas igeren besi
ortaminda inkiibasyona birakilan bakteriden saglandigi belirtilmistir (Portilla-Rivera
et al., 2009). Bir baska calismada da Streptomyces sp. P20 bakterisinden
transglutaminaz eldesi i¢in; uygun fermentasyon kosullarinin 30°C, 100 rpm

karistirma hizi oldugu bildirilmistir (Macedo et al., 2008).

2.2.3. Transglutaminaz Enziminin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Proteinler, gidalarin tekstiirel yapisindan sorumlu, {irliniin yapisini, isleme
ozelliklerini ve kararliligini etkileyen, gida teknolojisinde biiyiik Onem tasiyan
islevsel bilesenlerdir. Proteinlerin bu 6zellikleri sahip olduklart molekiil yapilarindan
ileri gelmektedir. Bu yapilar fiziksel, kimyasal veya enzimatik olarak ¢esitli yollarla
modifiye edilebilmekte ve iirlinlere yeni teknolojik 6zellikler kazandirilabilmektedir.
Enzimatik modifikasyon, kimyasal modifikasyonlara gore daha az toksik etki
olusturdugundan daha sik tercih edilmektedir (Schorsch et al.,, 2000).
Transglutaminaz, gida endiistirisinde kullanilan ¢ogu enzimin aksine; ortamda kiiciik

alt birimler olusturmak yerine c¢esitli bag olusumlart ve c¢apraz baglanmalar
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aracilifiyla biiylik partikiiller olusturmaktadir. Olusan gii¢lii ¢apraz baglanmalar;
parcalama, dondurma, pisirme gibi ¢esitli gida proseslerinde bile devamliligini

korumaktadir (Gaspar and Goes-Favoni, 2015).

Tablo 2.5’de cesitli iiriin gruplarinda kullanilan transglutaminazin iriinler
iizerine etkisi 0zetlenmistir. Enzim gidalarin tekstiir, ¢oziiniirliik, viskozite, jellesme

ve su tutma kapasitesi gibi bir¢ok karakteristik 6zelligini etkilemektedir.

Tablo 2.5. Transglutaminazin {iriin kalitesine etkisi

Uriin Kaynag Uriin Grubu Etki
Siit Kremalar, tatlilar, sitlii Uriin kalitesini ve tekstiirii gelistirme
igecekler ve soslar
Et Hamburger, Hazir Kofteler, Gorliniim ve kaliteyi iyilestirime, Sertligi
Dondurulmus Etler, Konserve  artirma
Etler
Kazein Capraz bagli protein, mineral Sindirim sisteminde mineral adsopsiyonunu
ve adsorpsiyon gelistiriciler gelistirme
Bugday Firincilik Uriinleri Tekstiirii gelistirme, yliksek hacim saglama
Jelatin Tatlicilik Uriinleri Diisiik kalorili gida tirlinlerinde tekstiir ve
elastikiyeti iyilestirme
Balik Balik tirtinleri Sertligi artirma
Soya fasulyesi Tofu Raf 6mriinii artirma, tekstiirii iyilestirme
Yag Kat1 yaglar Domuz yag1 ikamesi
Bitkisel proteinler Protein tozlart Tat ve tekstiirii iyilestirerek jel olusumunu
saglama

(Kieliszek and Misiewicz, 2014 esas alinarak diizenlenmistir.)

Transglutaminaz ilavesinin set tipi yogurtlarin titre edilebilir asitlik, laktik asit,
tirozin miktari, viskozite, jel katilig1, sineresis, aroma bilesimi ve duyusal 6zellikleri
iizerine etkisini belirlemek i¢in farkli zamanlarda (homojenizasyon sonrasi,
pastorizasyon sonrasi, starter kiiltiirler beraber) enzim ilavesi yapilip 10 dakika ve 1
saat inkiibe edilmistir. Pastorizasyon sonrasi enzim ilavesinin jel kuvvetini artirdig
ve sineresisi azalttigi gozlenmistir. Elektron mikroskobunda yapida gerceklesen
capraz baglanmalar sayesinde protenlerin jel aginda daha esit dagildig1 goriilmiistiir

(Sanli et al., 2011).

Siitiin mikrobiyal transglutaminaz (2 U/g) ile 40°C’de 2 saat inkiibasyonu
sonucu transglutaminazin gerceklestirdi§i capraz baglanmalar ile daha yliksek
molekiil agirligma sahip polimerler (55-200 kDa) elde edilmistir. Inkiibasyonun ilk

saatinde siit proteinleri arasindaki g¢apraz baglanmalarin daha dinamik oldugu
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raporlanmistir. Ayrica enzimatik modifikasyonun pastorize ve ultrafiltre siitler de
dahil olmak iizere siit proteinlerinin etanol stabilitesini 6nemli 6l¢iide artirdigi da

bildirilmistir (Tarapatskyy et al., 2019).

Bilesiminde yumurta proteinleri bulunan kaplamali tavuk kanadi {iriinlerine
%0,3 oraninda transglutaminaz ilave edilerek 40°C’de 30 dakika 500 mPa basinca
maruz birakilan ve takiben 75°C’de 5 dakika bekletilerek enzimin inaktif hale
gelmesinin saglandigi ¢aligma sonunda enzim ve basing uygulanan 6rneklerde basing
uygulanan ancak enzim uygulanmayan Orneklere kiyasla sertlik ve ¢ignenebilirlik
(chewiness) parametrelerinde belirgin  bir artis gozlendigi raporlanmigtir
(Trespalacios and Pla, 2007). Parcalanmis et iirlinlerine transglutaminaz ilavesinin de
driinlerin elastikiyetini 1iyilestirerek, pisirme kayiplarin1 6nemli olgiide azalttig

gbzlenmistir (Merenkova et al., 2019).

Ekmek ve kuruvasan hamurundan izole edilen proteinlere mikrobiyal
trasnglutaminaz uygulamasinin iki hamur tiiriinde de gliadin fraksiyonlarinda artisa
neden oldugu gozlenmis ve yiiksek molekiil agirligina sahip gliitenin fraksiyonlari

elde edilmistir (Gerrard et al., 2001).

Transglutaminaz ilavesinin yulaf hamurunun reolojik ve termomekanik
ozellikleri iizerine etkisinin incelendigi ¢aligmada da enzim ilavesinin hamurun su
tutma, viskoelastik Ozellikleri ve termal stabilitesi iizerine olumlu etkisi oldugu
gozlenmistir. Transglutaminaz ilavesiyle serbest amino gruplarinin sayisinda belirgin
bir azalmada gozlenirken bu durumun enzimin kataliz ettigi c¢apraz baglanmay1
dogrular nitelikte oldugu yorumunda bulunulmustur. Globulin ve aveninin
proteinlerinin enzim i¢in iyi bir substrat oldugu da raporlanmistir (Huang et al.,
2010). Transglutaminaz ilavesinin soya proteinleri ile tofu tekstiirii iizerine
etkilerinin incelendigi bir c¢alisma sonucunda da soya proteinlerinin oOzellikle
denatiire edildiginde enzim i¢in mitkemmel bir substrat oldugu belirtilmistir. Calisma
sonunda artan kirilma kuvveti etkisiyle daha sert yapili tofu {iretimi

gerceklestirilmistir (Yasir et al., 2007).

Emiilsifiye gida {irtinlerine tekstiir kazandirmak i¢in tuz ve fosfat kullanimi
yaygin yontemlerdendir. Bu yolla proteinlerin ¢ozlinlirligti artirilarak; su tutma
kapasitesi, emiilsifikasyon ve jel olusturma 6zellikleri iyilestirilmektedir. Ancak bu

maddelerin yiiksek dozda kullanimut {iriiniin duyusal 6zelliklerini etkiledigi gibi basta
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yliksek tansiyon olmak iizere cesitli saglik sorunlarina da yol agmaktadir. Saglik
izerine olumsuz olas1 etkileri azaltmak amaciyla farkli klorid tuzlar1 ve ikame edici
katkilar arastirilmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda transglutaminazin tuz ve fosfat

kullanimina kars1 etkili bir alternatif olabilecegi saptanmistir (Kurt ve Zorba, 2004).

Bu kapsamda yapilan bir ¢alismada; balik jambonuna c¢esitli oranlarda tuz (%0,
%1, %2) ve mikrobiyal transglutaminaz (%0, %0,3, %0,6) eklenerek son {iriiniin
coziiniirliik, mekanik O6zellikleri, su tutma kapasitesi karsilagtirilmistir. Calisma
sonunda triindeki mekanik 6zelliklerin gelisimi i¢in mikrobiyal transglutaminazin
NaCl’ye ihtiya¢ duydugu yorumunda bulunulmus ve %0,3 enzim, %] tuz ilavesiyle
diistiik tuz icerigine sahip homojen yapili balik {irinii elde edildigi raporlanmigtir

(Ramirez et al., 2002).

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada da diisiik tuz oranina sahip balik {iriinlerine
whey proteinleri ile transglutaminaz eklenerek iriiniin mekanik o6zelliklerindeki
degisimler arastirilmistir. Calisma sonucunda diisiik tuz igerigine sahip liriinlerde
whey proteinleri ve transglutaminaz kullanimimin iiriiniin mekanik o6zelliklerini

tyilestirdigi, su tutma kapasitesini artirdig1 gézlenmistir (Uresti et al., 2004).

Diisiik yag icerigine sahip domuz jambonu ve domuz pastirmasina eklenen
transglutaminazin etkilerinin arastirildigi ¢aligma sonunda %0,1 oraninda eklenen
transglutaminazin yapida bulunmasi gereken tuz oranim kalite parametrelerinde bir
bozulma goriilmeden %]1,5’ten %]1’e disiirdiigli raporlanmigtir. Yine {iriin
formiilasyonlarina %0,3 oraninda transglutaminaz eklenmesi sayesinde %10
oraninda emiilsifiye etin eklenmesine gerek olmadig1 yorumu yapilarak iiriinlerin su
tutma  kapasitesinde  gelisme  gozlendigi  bildirilmistir.  Transglutaminaz
uygulamasinin; diisik yag ve tuz igerigine sahip iiriinlerde tekstiirel ozellikleri
geligtirip su tutma kapasitesini artirmak amaciyla kullanilabilecegi yorumu

yapilmigtir (Chin and Chung, 2003).

2.3. Beta Galaktozidaz Enzimi
Laktaz olarak da bilinen -galaktosidaz enzimi (EC. 3.2.1.23); laktozun glikoz

ve galaktoz birimlerine hidrolizinden sorumludur (Kumar et al., 2012a).

Bu hidroliz tepkimesi 3 temel basamakta gerceklesmektedir (Uyanik, 2008).
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Bunlar:

1. Enzim + Laktoz — Enzim — Laktoz kompleksi

2. Enzim- Laktoz kompleksi — Galaktosil- Enzim + Glikoz

3. Galaktosil-

Enzim + HyO— Galaktoz + Enzim

Sekil 2.1°de beta galaktozidaz enziminin gerceklestiridgi hidroliz tepkimesi

Ozetlenmistir.
D-glukoz
y OH ORH
H H
Mo orP 3 0 ot
HO OH
HO | H.0 O Hoo
HO - o H _) H H =
s OH
N . (P H oH > _) HO . - OH
H H
0 H H
Ho I D-laktoz
Rdﬁ—c =C=0 D- galaktoz
Glu-1749 - -

a-galaktozil enzim kompleksi

Sekil 2.1. B-galaktozidaz enziminin gergeklestirdigi hidroliz tepkimesi

B-galaktozidaz (EC. 3.2.1.23), fungal, bitkisel ve haysansal kaynaklar ile maya

ve bakterilerden elde edilebilmektedir. Ancak endiistriyel uygulamalarda ucuz ve

kolay ulasilabilir oldugundan mevcut kaynaklara kiyasla mikroorganizmalardan daha

cok yararlanilmaktadir (Kumar et al., 2012b). Enzimin elde edildigi farkli kaynaklara

ornekler Tablo 2.6’da verilmistir.

Tablo 2.6. B-galaktozidaz enziminin elde edildigi farkli kaynaklar

Enzim Tipi

Kaynak

Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus helvenous,

Bakteriyel Bacillus circulans, Bacillus subtilis, Lactobacillus sporogenes, Escherichia
coli, Thermus aquaticis, Streptococcus thermophilus
Aspergillus niger, Aspergillus foetudut, Aspergillus oryzeae, Aspergillus
phoenics, Neurospora crassa, Mucur pucillus, Alternaria alternara
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Fungal Candida pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea robersii
(Kiif, Maya) ’ ’
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Candida pseudotropical, Brettanomyces anomolus, Wingea robersii
Bitkisel Domates, elma, kavun, avokado, kivi meyvesi, kahve, mango, ¢ilek, papaya
Hayvansal Ince bagirsak, Beyin ve deri dokusu
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B-galaktozidaz enziminin tam aktivite gosterebilmesi i¢in; Na® ya da K*
iyonlarinin enzimin aktif bolgesine (Asp201) baglanmas1 gerekmektedir. Bununla
birlikte henliz bu tek degerlikli katyonlarmn aktivite {iizerindeki rolii ise
belirlenememistir. Benzer sekilde Mg™ veya Mn*? gibi iki degerlikli iyonlarda
enzimin aktif bolgelerine (Glu416, His418, Glu461) baglanarak aktiviteyi
giiclendirmektedir. Bu bagh iyonlar ayn1 zamanda bir elektrofil olarak da hareket

etmekte-olduklar bildirilmektedir (Huber, 2001).

2.3.1. Mikrobiyal B-Galaktozidaz Enzimi, Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

B-galaktozidaz; bakteri, maya, kiif, aktinomisetler ile hayvan ve bitki dokular1
gibi degisik biyolojik sistemlerde yaygin olarak bulunmaktadir. Enzimin elde
edildigi kaynaga gore 6zelliklerinde de belirgin farkliliklar gézlenmektedir.

Hayvansal ve bitkisel dokulara kiyasla; mikrobiyal kaynaklardan daha diisiik
iretim maliyeti ve yliksek verim ile enzim elde edilmektedir. Ayrica bakteriyel
kaynaklar; yiiksek enzim aktivitesi, fermentasyon kolaylig1 ve stabil enzim eldesi
gibi avantajlar1 nedeniyle de enzim {iretiminde tercih edilmektedirler. Gida ve gida
sistemlerinde oOzellikle Bifidobacterium’lardan (probiyotik organizma) saglanan
enzimler yaygin olarak kullamlmaktadir. Ozellikle; Bifidobacterium infantis CCRC
14633, Bifidobacterium longum CCRC 15708, Bifidobacterium longum CCRC15708
suslarindan elde edilen enzimlerde yiiksek aktivite saptanmistir (Hsu et al., 2007;

Ozarslan, 2018).

Bakteriyel kaynak olarak onemli potansiyele sahip olan E.coli ise en g¢ok
caligilan B-galaktozidaz kaynaklarindan biri olmasina ragmen; koliformlarin sahip
oldugu olas1 toksik faktorler, enzimin ham izolatlarinin gida {iretim proseslerinde
kullanimina engel olmaktadir (Puri et al., 2010). Escherichia coli’den elde edilen -
galaktosidaz enziminin her biri 1023 aminoasitten olusan, dort 6zdes altbirimli bir

tetramer oldugu belirtilmistir (Fowler and Zabin, 1978; Matthews, 2005).

Siit ve siit tirlinlerinde yaygin bulunan Kluyveromyces lactis mayas1 da ticari
acidan onemli B-galaktozidaz kaynagidir. Maya kaynakli enzimin ¢alisma pH’s1 6,0-
7,0 araligindadir. Ek olarak; psikorofilik 6zellikli Guehomyces pullulans’tan soguga
dayanikli asidik B-galaktosidaz iiretimi gerceklestirilmis; enzim peynir alt1 suyu ve
siit hidrolizinde kullanilmistir. Ortamda bulunan iyonlar enzim aktivitesini farkli

etkilemektedir. Kluyveromyces lactis ve Kluyveromyces fragili’ten elde edilen enzim;
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manganaz (Mn*?), magnezyum (Mg*?), sodyum (Na") iyonlarmna ihtiya¢ duyarken;

kalsiyum (Ca *?) iyonlarindan olumsuz etkilenmektedir.

Kiif kaynakl fungal B-galaktozidazlar ise; asidik pH degerlerinde optimum
calisirlar ve asidik pH g¢alisma araligina (pH 2,5-5,4) sahiptirler. Bu yonleriyle
peyniraltt suyu gibi asidik kosullardaki laktozun pargalanmasinda etkili olarak
kullanilabilirler. Endiistriyel boyutta; ekstraseliilar -galaktozidaz iireten Aspergillus

oryzae siklikla kullanilmaktadir (Kazemi et al., 2016).

Cesitli bakteri, maya ve kiiflerden elde edilen enzimler ve bazi1 Ozellikleri

asagidaki Tablo 2.7°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.7. Farkli kaynaklardan elde mikrobiyal -galaktozidaz enziminin bazi dzellikleri

Mikroorganizma Etkinlik Slf? (l:(; ik pH Referans

Bakteriler

Lactobacillus leichmannii ~ Intraseliilar 55 5,5 Jietal. (2019)

Bacillus subtilis Ekstraseliilar 60 Konsoula and Liakopoulou-
Kyriakides (2007)

Leuconostoc citrovorum Intraseliilar 65 6,0 Rao and Dutta (1978)

Pediococcus acidilactici Intraseliilar 50 6,0 Chanalia et al. (2018)

Bifidobacterium bifidum Bilinmiyor 40 6,0 Fiireder et al. (2020)

Mayalar

Kluyveromyces fragilis Intraselliilar 30-35 6,0 Roy and Gupta (2003)

Kluyveromyces lactis Bilinmiyor 60 6,2 Matheus and Rivas (2003)

Kiifler

Aspergillus niger Bilinmiyor 55 3,5-4,5 Haider and Husian (2007)

Rhizomucor sp. Ekstraselliilar 60 4,5 Shaikh et al. (1997)

Penicillium chrysogenum Intraselliilar 30 4,0 Nagy et al. (2001)

Endiistiriyel boyutta kullanilan enzimlerin %50’den fazlasi maya ve kiiflerden;
licte biri ise bakterilerden saglanmaktadir (Panesar et al., 2010). Endiistride B-
galaktozidaz uygulamalarinda g6z Onilinde bulundurulmasi gereken en Onemli
parametre; reaksiyon kosullaridir. Enzimler reaksiyon ortaminin pH degerlerine kars1
oldukca hassastirlar; bu sebeple kullanilacagi ortamin pH degerlerinde maksiumum

aktivite gosteren enzimlerin se¢imi dogru bir yaklagim olacaktir (Scopes, 2002).

B-galaktozidaz siit endiistrisinde; siit, tatli peynir altu suyu (pH 6,0-7,0) ve
peynir alt1 suyu (pH 5,0 ve daha az) gibi iirlinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Dutra Rosolen et al., 2015). Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler; pH 4,0
(Penicillium simplicissimum) ile pH 8,5 (Bacillus subtilis) arasinda degisen genis bir
aralikta aktivite goOstermektedir. Fungal kaynakli enzimlerin asidik pH’larda

optimum aktivite gostermesi sebebiyle peynir alt1 suyu hidrolizinde; maya kaynakli
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enzimlerin ise siit ve tatli peynir alt1 suyu hidrolizinde kullanilmas1 6nerilmektedir

(Zolnere and Ciprovica, 2017).

Endiistriyel agidan bir diger onemli nokta ise kullanilacak B-galaktozidaz
enziminin; yiiksek reaksiyon hizi, diisiik kontaminasyon riski, uzun yarilanma omrti,
daha az iiriin inhibisyonu, yiiksek ¢oziiniirliik ve yiiksek verim gibi avantajlara sahip
olmasidir.

2.3.2. Mikrobiyal p -Galaktozidaz Biyosentezini ve Aktvitesini Etkileyen

Faktorler

Gida endiistrisinde ozellikle siit tirlinlerinin lezzetini, ¢oziiniirligiinii ve
sindirimini iyilestirmede yaygin sekilde kullanilan -galaktozidaz enziminin (Husain,
2010; Gupte and Nair 2010) artan endiistriyel talebini karsilayabilmek igin
iiretiminin optimize edilmesi olduk¢a onemlidir (Braga et al., 2012). Bu konuda
yapilan ¢ok sayida g¢aligmalardan farkli kiiltiir kosullarinin etkisinin incelendigi

arastirma sonuglarindan bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

2.3.2.1. Mikroorganizma Tiirii ve Besiyeri Bilesimi

Penicillium chrysogenum ile gergeklestirilen calismada; farkli karbon
kaynaklarinin enzim aktivitesi ile hiicre biiyiimesi {izerine etkisinin incelendigi
calisma sonucunda: Glikoz, sukroz, gliserol ve galaktoz karbon kaynagi olarak
kulllanildiginda iyi bir biliylime gdzlenmisken; laktoz kullanildiginda daha yavas
biliylime goriilmiistiir. Bununla birlikte karbon kaynagi olarak laktoz kullaniminda
diger test edilen karbon kaynaklarma gore; daha yliksek B-galaktozidaz aktivitesi
saptanmigtir (Nagy et al., 2001).

Tiirkiye’de Toros Daglar1 bolgesinden izole edilen yogurt bakterilerinden
(Streptococcus thermophilus 95/2, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus 77) B-
galaktozidaz iretiminin cevap ylizey yontemi kullanilarak optimizasyonu
caligmasinda; enzim iiretimi i¢in optimum {iretim ortami bilesimi %5 peynir alti
suyu, %4 muisir likorli, %2 potasyum fosfat ve %2 pepton olarak belirlenmis ve
43°C’de 8 saat inkiibasyon Onerilmistir. Kontrol grubuyla kiyaslandiginda
Streptococcus thermophilus 95/2 %6,4 daha fazla, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus 77 de - %39 daha fazla enzim aktivitesi gostermistir (Tari et al., 2009).

Laktik asit bakterilerinden [-galaktozidaz iiretiminin optimizasyonu
calismasinda 5 farkli laktik asit bakterisi (Lb. acidophilus ATCC 4356, Lb.
rhamnosus ATCC 7469, Lb. reuteri ATCC 23271, Lb. helveticus ATCC 15009, Lb.
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delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842) ile farkli fermentasyon kosullari ve
ekstraksiyon yontemlerinin etkisi arastirilmistir. Lb. acidophilus ATCC 4356 ’nin en
yliksek iiretim potansiyeline sahip oldugu gozlenmis ve maksimum spesifik aktivite
(1,01 TU/mL); 150 rpm calkalama hizinda %?2,5 laktoz ile modifiye edilmis MRS
Broth’ta, 37°C’de 2 giin sonunda saptanmistir. Intraseliilar enzim salinimi i¢in en
etkili yontemin kuartz kumu ile vorteksleme oldugu belirtilmistir. Enzimin optimum

caligma kosullar ise 6,5-7,5 pH ve 45°C olarak raporlanmistir (Carevic et al., 2015).

Halotolerant Aspergillus tubingensis GR1 izolat1 kullanarak gesitli tarimsal-
endiistiriyel atiklarin azot ve karbon kaynagi olarak kullaniminin B-galaktozidaz
iiretimi lizerine etkisinin incelendigi ¢aligma sonucunda; bugday kepegi, deproteinize
asit peynir altt suyu, musir surubu likorii gibi atiklar ile MgSOs iin ortamda
kullanilabilecegi-Onerilmistir. En yiiksek enzim {iretiminin (15,936 U/g kuru substrat)
2 mL misir surubu likorii, 50 mg MgSOs4, 5 g bugday kepegi ile 20 mL deproteinize

asit peynir alt1 suyu igeren ortamda saglandig1 raporlanmistir (Raol et al., 2015).

Aspergillus niger ATCC 9142°den B-galaktozidaz eldesinde besiyeri ortaminda
fistitk kabugu, bugday ve piring samani gibi daha ucuz kati atiklarin kullanimin
incelenmistir. Caligma sonucunda piring samanin uygun substrat olabilecegi

belirtilmistir (Kazemi et al., 2016).

2.3.2.2. Fermentasyon Sartlarinin Kontrolii

Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279 mayasindan [B-galaktozidaz {iretiminin
optimizasyonu ¢aligmasinda kullanilan farkl: hiicre par¢alama yontemleri arasinda en
yiiksek aktivite, hiicreler izoamil alkol ile gecirgen hale getirildiginde saptanmustir.
Cevap yiizey yontemi araciligiyla; karistirma hizi, pH, baslangic substrat
konsantrasyonu ile inkiibasyon siiresi optimize edilmis ve maksimum spesifik enzim
aktivitesi (4218,4 U/g): 7,3 pH, 179,2 rpm karistirma hizi, 24,9 g/L baslangi¢ seker
konsantrasyonu ve 50,9 saat inkiibasyon siiresi sonunda elde edilmistir (Dagbagli ve

Goksungur, 2008).

Kluyveromyces marxianus CCT 7082 mayasi1 kullanilarak yiiriitiilen ¢alismada
karistirma hizi 200-500 rpm, havalandirma orani 0,5-1,5 vvm (hacim besiyeri i¢in
dakikadaki hava hacmi) arasinda degistirilmistir. Calisma sonunda enzim {iretiminin
havalandirmadan daha az, karistirma hizindan ise daha ¢ok etkilendigi ve en uygun
kosullarda (500 rpm, 1,5 vvm) iiretim sonucunda elde edilen maksimum aktivitenin

1,2 U/ml olarak hesaplandig bildirilmistir (Alves et al., 2009).
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Siit isleme tesisi yakinindaki toprak 6rneginden izole edilen Bacillus sp. MPTK
121°’den ekstraseliilar B-galaktozidaz iiretiminde inkiibasyon siiresi, inkiibasyon
sicakligy ile ortam pH’siin etkileri incelenerek optimizasyonu gergeklestirilmistir.
Bakterinin pH 7,0 ortaminda ve 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildiginda enzim
tretiminin maksimum oldugu goézlenmis ve MgCl> iyonlarinin enzim {retimini

destekledigi saptanmistir (Kumar et al., 2012b).

Aspergillus alliaceus ile enzim {iretimi i¢in optimum kosullarin; 4,5 pH, 30°C
ve 144 saat inkiibasyon siiresi oldugunu belirtmistir. Elde edilen termostabil B-
galaktozidaz’in optimum ¢alisma kosullar1 da 45°C ve pH 7,2 olarak raporlanmistir

(Sen et al., 2012).

Kluyveromyces marxianus’tan [(-galaktozidaz eldesinde baslangic seker
konsantrasyonu, ¢alkalama hizi, baslangi¢ pH’s1, inkiibasyon siiresi ve sicaklik gibi
parametrelerin optimizasyonu cevap ylizey yontemi ile gerceklestirilmistir. Karbon
kaynag1 olarak laktoz secilmis ve en yiiksek enzim aktivitesi icin; baslangic seker
konsantrasyonu %10, karistirma hizi 250 rpm, pH 3,0, 20°C inkiibasyon sicaklig1 ve
64 saat inkiibasyon siiresi uygulanmasi gerektigi raporlanmistir (Al-Jazari et al.,

2015).

Bacillus licheniformis ATCC 127592°dan B-galaktozidaz {iretimi i¢in optimum
kiiltiir sartlar1 belirlenmistir. Enzimin iiretiminde piring kepegiyle zenginlestirilmis
ortamda kati faz fermentasyon metodu uygulanmis ve inkiibasyon zamani,
inkiibasyon sicakligi, baslangic pH’st ile nem igerigi olarak belirlenenen
parametreler ayri ayri incelenmistir. Calisma sonucunda; maksimum miktarda B-
galaktozidaz iiretiminin; 48 saatte, 37°C’de, baslangic pH’s1 7,5’te ve %20 nem
iceriginde elde edildigi raporlanmistir (Akcan, 2018).

Aspergillus niger’in soya fasiilyesi atiklar1 kullanarak hazirlanan ortamda f-
galaktozidaz enzim fretimi faktoriyel dizayn ile optimize edilmistir. Maksimum
enzim aktivitesi (24,64 U/ml) %2 soya fasulyesi atig1, 7,0 pH, 120 rpm karigtirma
hiz1, 28°C inkiibasyon sicakliginda 7 giin sonunda elde edilmistir. Optimizasyon
calismasinin ANOVA degerinin de sicaklik ve pH ile ilgili yanit verilerini anlamh

buldugu eklenmistir (Martarello et al., 2019).

Lactobacillus leichmannii 313 bakterisi ile inkiibasyon sicakliklar1 30-55°C,

baslangic pH’s1 5,5-7,5 ve karbon kaynaklar1 glukoz, laktoz, galaktoz, fruktoz ve
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sukroz kullanilarak maksimum B-galaktozidaz aktivitesi {liretiminin optimizasyonu
gerceklestirilmistir. Optimize edilmemis ortamda maksimum ham [-galaktozidaz
aktivitesi inkiibasyondan 12 saat sonra 4,5 U/mg protein olarak ol¢iilmiistiir.
Optimize edilmis ortam pH degerinin 7.0 pH, ortam sicakliginin 37-45°C ve laktoz
konsantrasyonunun 15,29 g/L oldugu; ortamdan elde edilen enzimin 23,13 U/mg

protein enzim aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir (Deng et al., 2020).

2.3.3. Beta Galaktozidaz Enziminin Gida Endiistrisinde Kullanimi

B-galaktozidaz; beslenme, gida prosesleri ve cesitli ¢evresel uygulamalarda
genis kullanim alanina sahip, endiistriyel agidan énemli enzimlerdendir. Ozellikle;
laktozu tolere edemeyen kisilerin sagligi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir (Ray,
1996). Gida endiistrisinde oOzellikle siit triinlerinin lezzetini, ¢Oziiniirliigiinii ve
sindirimini iyilestirmede p-galaktozidaz yaygin sekilde kullanilmaktadir. Laktoz
intolerant bireyler i¢in laktozsuz {iriin liretiminde ve konsantre {iriin proseslerinde
kristallenme sorunuyla basa ¢ikmada kullanilan yaygin kullanilan teknolojiler

arasinda yer almaktadir (Husain, 2010; Gupte and Nair 2010).

Bagirsakta asir1 laktoz varligi; doku dehidrasyonu ve diisiik asitlik nedeniyle
kalsiyum emilimini azaltarak; ishal, siskinlik ve kramplara neden olmaktadir
(Felicilda-Reynaldo and Kenneally 2016). Laktozun emiliminde; ince bagirsakta
bulunan ve laktoz hidrolizini saglayan laktaz enzim aktivitesi gerekmektedir.
Enzimin bagirsaktaki eksikligi laktoz intoleransina yol agarak; hastalarin siit ve siit
iiriinleri tiiketimini engellemektedir (Ianiro et al., 2017). p-galaktozidaz; memelilerde
emzirme doneminde dogal olarak bulunurken; bu dénemden sonra enzim aktivitesi
giderek azalmakta ve hipolaktazi ile laktoz intoleransi sorunlar1 bag gostermektedir.
Diinya’daki yetiskin niifusunun %70’inde bu bozukluk goézlenmekteyken; Bati
iilkelerinde bu oran %4 ile %50 arasinda degismektedir. Madry ve arkadaslari;
bagirsaklardaki bu bozuklugun Avrupa’nin dogusu ile giineyine gittik¢e arttigini,
Tiirkiye ile Giiney Italya’daki yetiskinlerde ise %70 civarinda goriildiigiinii
belirtmistir (Mardy et al., 2010).

Yaygin karsilagilan laktoz intoleransi sorunlari nedeniyle laktoz intolerant
bireylerin kullanimina sunmak i¢in laktozu hidrolize siit, laktoz icerigi azaltilmis siit
ve siit Uriinleri ile s1vi, toz ve tablet formunda laktaz iiretiminde yeni teknolojiler

gelistirilmektedir (Akin vd., 2012).
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Skryplonek et al. (2019) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada; laktozsuz
dondorulmus yogurt liretimi gergeklestirilmis ve degisen oranlarda ilave edilen misir
nigastast ile x-karragennanin iriin karakteristik ozellikleri ile duyusal 6zellikleri
iizerine etkisi incelenmistir. Fermentasyon basamaginda gerceklesen enzimatik
hidroliz yoluyla laktoz i¢eriginin diisiiriilmiis ve HPLC ile yapilan 6l¢iim sonunda 80
saat sonunda %0,05 oldugu raporlanmistir. Stabilizatdr olarak x-karragennanin
kullanilan tirlinler beslenme ve {iriin karakteristikleri yoniinden daha basarili

bulunmustur.

El-Yazeed Abd El-Salam et al. (2020) tarafindan yiiriitilen calismada;
Aspergillus terreus NRRL 280’den B-galaktozidaz enzimi izole edilmis (7,0 U/L) ve
enzim aromali ¢ig siite eklenerek laktozun hidrolizi saglanmistir. 6 giinliik depolama
periyodu sonunda laktoz hidrolizinin 23,9 g/L ile %94,16 arasinda gergeklestigi
raporlanmistir Chanalia et al. (2018) tarafindan yiiriitilen ¢alismada da probiyotik
Pediococcus acidilactici’den elde edilen B-galaktozidaz enzimi siite ilave edilmis ve
65 dakikalik reaksiyon siiresi sonunda laktoz hidroliz oraninin %98 oldugu

raporlanmustir.

Laktozun higroskopik yapist nedeniyle yiiksek oranda bulundugu siit tatlilari
gibi gida iirlinlerinde yol actig1 kristalizasyon problemlerinin ¢ézliimiinde de [-
galaktozidaz enziminden yararlanilmaktadir (Champluvier et al., 1988). 2010 yilinda
stit tathsinda gozlenen kristalizasyona kars1 -galaktozidaz kullaniminin etkisinin
incelendigi ¢alisma sonunda; 0,2 g/ enzim kullaniminin laktoz hidrolizini %23,16
oraninda sagladigi ve kumsuluk sorunun ¢oziimiinde yeterli oldugu belirtilmistir

(Klein et al., 2010).

Ek olarak; ciddi su kirliligine neden olan peynir endiistrisi atiklarindan olan
peyniraltt suyunun uzaklastirllmasinda B-galaktozidaz enzimi kullanilmaktadir. Bu
yolla sekerleme, firincilik ve ¢esitli endiistrilerde kullanim alanina sahip olan etanol
ve tath surup gibi trlinler de elde edilebilmektedir (Zhou and Chen, 2001).
Wierzbicki and Kosikowski (1972) yiiriittiikleri ¢aligmada; peynir altt suyunu
Aspergillus niger’den elde edilen B-galaktozidaz enzimi ile farkli pH degerlerinde
bekleterek proteinlerin ¢okmesini saglamis ve bu yolla altin renkli tath suruplar elde

etmislerdir.
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B-galaktozidaz peynir iiretiminde de iiretim hizi ve lezzet kalitesini artirmak
amaciyla kullanilmaktadir (Altas, 2007; Casteren, 2000). Olgunlasma sirasinda
ortaya ¢ikabilen acilik ve istenmeyen aromanin olusumu gibi sorunlar1 engellemek
icin de ¢ogu zaman -galaktozidaz kaynagi olan Lactobacillus bulgaricus ilave
kiiltiir olarak kullanilarak acilik azaltilmakta ve aroma zenginlestirilmektedir

(Champe and Harvey, 1997).

Prebiyotik gida tirlinlerinde 6nemli bir bilesen olarak kullanilan galakto-
oligosakkaritlerin (GOS) fiiretimi de [B-galaktozidazin transglikalizasyon aktivitesi
sayesinde gerceklestirilmektedir (Gosling et al., 2010). 3-6 adet sakkarit ile 2-5
galaktoz tnitesinin B (1-4; 1-6) baglariyla baglanmasi sonucunda olusan GOS
molekiilleri, laktoz miktarmi azaltmanm yani sira gida {rlinlerinin tathiligini da
artirmaktaktadir (Sako et al., 1999; Gosling et al., 2010). Liu et al. (2011) tarafindan
ylriitilen c¢alismada; Lactobacillus fermentum K-4’teki lacL. ve lacM genleri
E.coli’ye klonlanarak; enzimin rekombinant yolla {iretimi gerceklestirilmistir. Elde
edilen enzimin; toplam sekerin %37’sinden GOS olusturdugu raporlanmis ve bu

bakteriden elde edilen enzimin GOS olusumu i¢in kullanilmasi 6nerilmistir.

Geiger ve arkadaglar1 yiiriitiikleri calismada; Streptococcius thermophilus‘dan
Lactobacillus plantarum WCFS1’e gen aktarimi yaparak [-galaktozidaz iiretimi
gerceklestirmigtir. Elde ettikleri enzimi; baslangi¢ laktoz icerigi 205 g/L olan peynir
alt1 suyu permeat: ile muamele etmislerdir. Caligma sonunda elde edilen maksimum
galakto-oligosakkarit veriminin %90 laktoz doniisiimiinde toplam sekerin yaklasik
%350’sine ulastig1 belirtilerek peyniralti suyu laktozunun verimli sekilde

degerlendirildigi yorumununda bulunulmustur (Geiger et al., 2016).

2.4. Levansukraz Enzimi

Levansukraz (EC. 2.4.1.10); sakkaroz molekiiliinii pargalayip a¢iga ¢ikan
fruktoz gruplarinin baska bir sakkaroza eklenmesini katalizleyen ve bu yolla fruktan
polimer olusumunu saglayan enzimdir (Li et al., 2015). GH68 glikozit hidrolaz
enzim simifinda bulunan levansukraz hem transfruktasilasyon hem de hidroliz

aktivitesi gostermektedir.

Hidroliz aktivitesi ile sakarozdaki o(2—1) baglar1i parcalanarak serbest
fruktozlar aciga ¢ikmaktadir. Olusan serbest fruktozlar levan oligomerlerini

olusturmaktadir (Santos-Moriano et al., 2015). Tepkime Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Levansukraz enzimi hidroliz mekanizmasi

Transfruktasilasyon aktivitesi ile sakkarozdaki  (2—1) baglar1 parcalanarak
serbest glukoz, sakkaroz gibi alict molekiillere fruktosil gruplarinin transferi
gergeklestirilmekte  ve  fruktooligosakkarit (FOS) ile levan  olusumu

katalizlenmektedir (Belghith et al., 2012). Tepkime Sekil 2.3’de gosterilmistir.

Sekil 2.3. Levansukraz enzimi transfruktasilasyon aktivitesi

Fruktoz tnitelerinin B (2—6) glikozit baglar1 ile baglanmasiyla olusan levan
hiicre dis1 bir B-fruktandir (Arvidson et al., 2006). Yapisindaki bu B (2—6) baglari
sayesinde hem yagda hem suda ¢dziinebilme 6zelligine sahiptir. Hem hidrofilik hem
hidrofobik karaktere sahip olmasi; sulu ¢ozeltilerde nano boyutta parcaciklar halinde
bulunmasina katki saglamaktadir (Rehm, 2009). Zincirin basinda sakarozdan gelen
D-glukoz dallanma noktalarinda ise f (2—1) baglar1 bulunmaktadir (Benigar et al.,
2014).

2.4.1. Mikrobiyal Levansukraz Enzimi, Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Levansukraz farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilmekte olup; enzimin
mikrobiyal kokenine bagli olarak olusacak son iirlin de farklilik gostermektedir
(Sozgen, 2019). Literatiirde genellikle Gram negatif bakterilerden saglanan enzimin
oligosakkarit iirettigi; Gram pozitif bakterilerden (Streptococcus salivarius, Bacillus
megaterium, Bacillus subtilis) izole edilen levansukrazin uzun zincirli levan

sentezledigi (Chamvert et al., 1974; Homann et al., 2007) belirtilmistir.
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Levansukraz enzimi hidroliz ve transfruktosilasyon aktivitelerini farkl
sicakliklarda gostermektedir, siklikla daha diisiik sicakliklarda trasnfruktosilasyon
reaksiyonunu gergeklestirmektedir. Tian et al. (2011) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada
Bacillus amyloliquefaciens’tan izole edilen enzimin; optimum trasnfruktosilasyon

aktivitesi 40°C optimum hidroliz aktivitesi ise 50°C olarak raporlanmstir.

Cesitli mikroorganizmalardan elde edilen levansukraz enzimlerinin sahip

olduklar1 bazi1 6zellikler Tablo 2.8’de belirtilmistir.

Tablo 2.8. Farkli mikroorganizmalardan elde edilen levansukraz enzimi ve bazi 6zellikleri

Mikroorganizma Intraseliilar/ Sicakhik pH Referans
Ekstraseliilar (°O)
Acetobacter nitrogenifigens Ekstraseliilar 30 6,00 Mukherjee et al. (2019)
Acetobacter. diazotrophicus Ekstraseliilar 42 5,00 Hernandez et al., (1995.
Actinomyces viscosus Ekstraseliilar 37 6,00 Pabst, (1977)
Aspergillus awamori EM66 Ekstraseliilar 40 5,20 Mostafa et al., (2018)
Bacillus circulans Ekstraseliilar 40 5-70 Oseguera et al. (1996).
Bacillus licheniformis Ekstraseliilar 50 6,00 Nakapong et al. (2013)
Bacillus sp. Ekstraseliilar 50 6,50 Belghith et al (2012).
Bacillus subtilis NRC16 Ekstraseliilar 45 8,20 Salama et al. (2019)
Clostridium arbusti SL206 Rekombinant 55 6,50 Lietal. (2016)
Erwinia herbicola NRRL-B Ekstraseliilar - - Cote (1988)
1678
Geobacillus Intraseliilar 57 6,75 Inthanavong et al.
stearothermophilus (2013)
Microbacterium Intraseliilar 30 6,00 Park et al. (2003).
laevaniformans ATCC 15953
Pediococcus acidilactici Ekstraseliilar 30 6,00 Youssef et al. (2014).
Pseudomonas syringae pv. Ekstraseliilar 18 6,20 Hettwer et al. (1995).
phaseolicola
Rahnella aquatilis Intraseliilar 50-60 6,00 Ohtsuka et al. (1992).
Zyomonas mobilis Ekstraseliilar - - Bekers et al. (2002).

2.4.2. Mikrobiyal Levansukraz Biyosentezini ve Aktivitesini Etkileyen
Faktorler

Her mikroorganizma grubunun ihtiya¢ duydugu farkli gereksinimler ve
bliylime dongiisli, onlar tarafindan iiretilen enzimler ile iiretilme kinetiklerinde
farkliliga neden olmaktadir. Bu sebeple se¢ilen mikroorganizma grubununa gore
proses sartlart goz oniinde bulundurulmalidir (Patel et al., 2017). Mikrobiyal enzim
iiretiminde gevresel etkenlerden sicaklik, basing, pH, oksijen gibi fiziksel degiskenler
kiiltiir gelisimi {izerinde birinci derece dnemlidirler ve her kiiltiir i¢in spesifik bir

cevresel optimum deger bulunmaktadir (Beckhorn et al., 1965).

Mikrobiyal enzim iiretiminin biyolojik sistemlerde gerceklesen bir

fermentasyon teknigi olmasi nedeni ile iiretilen enzimin stabilitesi iizerinde i¢
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faktorlere ek olarak iiretildigi ortam formiilasyonu da etkili olmaktadir. Yanlig
katkilarin kullanim1 veya formiilasyondaki eksiklikler, elde edilecek enzimin
stabilitesini etkilemektedir. ideal bir fermentasyon ortaminda iiretilen enzimin raf
omrii haftalarca hatta aylarca uzarken; enzim soguk zincirdeki dalgalanmalardan,

nakliyedeki aksakliklardan da daha az etkilenmektedir (Hellmuth and Brink, 2013).

2.4.2.1. Mikroorganizma Tiirii ve Besiyeri Bilesimi

Mikroorganizmalar araciligiyla levansukraz iretiminde onemli
parametrelerden biri kiiltiir ortami igin uygun karbon kaynagi segimidir. Uretici
mikroorganizmaya bagli olarak secilen karbon kaynagi ve etki mekanizmasi da
farklilik gostermektedir (Erdal et al., 2016). Erwinia hercicola’dan levansukraz
iiretiminin incelendigi bir ¢alismada kiiltiir ortaminda kullanilan glukoz, sorbitol,
sakaroz, fruktoz gibi farkli karbon kaynaklarinin etkisi incelenmistir. Calisma
sonucunda; karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda maksimum enzim {iretimi
gozlenmisken; fruktozun hiicre gelisimini yavaslatarak enzim {iretimini diistirdiigii

belirtilmistir (Cote, 1988).

Abdel-Fattah et al. (2010) tarafindan Bacillus subtilis ile gergeklestirilen
caligmada levansukrazin hem glikoz hem sakkaroz ile iiretilebilecegi gosterilmistir.
Tian et al. (2011) calismalarinda Bacillus amyloliquefaciens ‘dan levansukraz
iretiminde besiyerinde sukroz kullaniminin indiikleyici etki yaptigini gézlemistir.
Benzer sekilde; Belghith et al. (2012) tarafindan Bacillus’tan levansukraz eldesinde
fermentasyon ortaminda glukoz, fruktoz, laktoz, maltoz ve sukroz gibi farkli karbon
kaynaklarindan sukrozun enzim firetiminde indiikleyici etki yaptigi belirtilmistir.
Inthanavong et al. (2013) tarafindan da  termofilik  Geobacillus
stearothermophilus’tan levansukraz iretiminde besiyerinde sukroz kullaniminin
fruktoz, glukoz, gliserol ve rafinoz kullanimina kiyasla daha verimli oldugu

belirtilmistir.

Levansukraz iiretiminde kiiltlir ortaminda kullanilacak nitrojen kaynagi da goz
onlinde bulundurulmasi gereken bir diger faktordiir. B. amyloliquefaciens (Tian et
al., 2011), B. subtlis NRC33a (Abdel-Fattah et al., 2005) ve Bacillus sp. (Belghith et
al., 2012) levansukraz iiretmek ig¢in maya ekstrakti kullanmay:1 tercih ederken;
Inthanavong ve arkadaslar1 tarafindan yiiriitiilen ¢alisma sonucunda Geobacillus
stearothermophilus’dan maya ekstrakti yerine pepton veya tripton iceren ortamda

daha yiiksek seviyede levansukraz iiretildigi belirtilmistir (Inthanavong et al., 2013).

32



2.4.2.2. Fermentasyon Kosullar:

Fermentasyon sicakligi, metal iyonlar1 gibi faktorler de levansukraz iiretimi
tizerinde oldukca etkili faktorlerdendir. Bacillus subtilis NRC33a i¢in optimum
levansukraz iretim sicakligt 30°C ve uygun metal Mg™ olarak raporlanmistir
(Abdel-Fattah et al., 2005); Ancak Belgith et al. (2012) tarafindan Bacillus sp. ile
ylriitiilen ¢alisgmada optimum sicakligin 50°C ve uygun metal iyonunun Fe*? oldugu

belirtilmistir.

Bacillus subtilis Natto CCT 7712 ile yiiriitilen bir ¢alismada NaCl, KCI,
ZnCl,, BaCly, CaCly, MnCl,, NazSOs, FeSO4, CuSO4 (0,2-0,8 M) gibi farkli tuzlarin
levansukraz aktivitesi tizerindeki etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda 0,4-0,8 M
konsantrasyonunda Na*, K* ve Zn" gibi tek degerlikli katyonlarin enzim aktivitesini
artirdigir raporlanmigtir. Enzim iiretim i¢in optimum sicaklik ise 50°C olarak

belirtilmistir (Celligoi, 2013).

Youssef et al. (2014) Pediococcous acidilactici’den levansukraz tiiretimini
inceledikleri arastirma da optimum {iretim sartlarin1 30°C ve 6,0 pH olarak; Wu et al
(2013) de Bacillus subtilis natto’dan levansukraz enzim {retiminde uygun
fermentasyon sartlarin1 7,0 pH, 37 °C ve 175 rpm ¢alkalama hiz1 olarak bildirmistir
(Wu et al., 2013).

Erdal et al., (2017) tarafindan Zyomonas mobilis NRRL B-14023’ten
levansukraz {tretiminde pH, baglangic seker konsantrasyonu ve fermentasyon
sicakligl gibi parametrelerin cevap ylizey yontemi kullanilarak optimize edildigi
calisma sonunda maksimum levansukraz aktivitesi (13,3 pmol glukoz/dk) 4,9 pH,

159,01 g/L baslangi¢ sukroz konsatrasyonu ve 30,3°C sicaklik olarak bildirilmistir.
2.4.3. Levansukraz Enziminin Gida Endiistirisinde Kullanimi

Levansukraz, fruktozil alict molekiile bagli olarak; polimerizasyon,
transfruktosilazyon ve hidroliz dahil olmak tiizere 3 farkli reaksiyon
gerceklestirmektedir. Ozellikle levan ve levan tipi fruktooligosakkarit sentezinde
anahtar biyokatalizér oldugundan enzime duyulan ilgi giderek artmaktadir. Bu
molekiillerin sahip oldugu fizyolojik etkiler gida ve ila¢ endiistirilerinde kullanim
potansiyelini artirmaktadir (Li et al., 2015). Son yillarda diisiik kalori i¢erigine sahip
ve saglhiga faydali gidalara yOnelimin artis gostermesiyle fruktooligosakkaritlere

(FOS) duyulan ilgi de artmistir. Sakarozdan 3 kat daha az tatlilik degerine sahip
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fruktooligosakkaritler; receller, sekerlemeler ve ¢ikolatalarda diisiik kalorili
fonksiyonel tatlandirict olarak sakaroz yerine kullanilmakta ve diyabet hastalar1 igin
de bu gidalarin tliketimi gilivenli hale gelmektedir (Yildiz, 2011). Renuka et al.
(2013) tarafindan Aspergillus oryzae MTCC5154 levansukrazi kullanarak iiretilen
FOS’larin ilave edildigi portakal, mango ve ananas gibi meyve sularinin 6 ay
depolama boyunca fizikokimyasal yapisinda degisiklik olmadigi, mikrobiyal ya da

enzimatik bir bozulma gerceklesmedigi gézlenmistir.

Levan ise hem suda hem yagda ¢oziinebilmesi, yiiksek molekiil agirligina sahip
olmasi ve oda sicakliginda su i¢inde sismemesi gibi 6zellikleriyle gida endiistrisinde;
jellestirici ajan, emdiilgator, stabilizatér ve kivam artirict olarak kullanilabilme
potansiyeline sahiptir (Arvidson et al., 2006). Levan sahip oldugu yiiksek molekiiler
agirhigr sayesinde dildeki tat reseptdrleri tarafindan algilanamayacak biiyiikliikte olup
ucuculuk o6zelliginin algilama seviyesinden ¢ok diisilk olmasi onun yag ikamesi
olarak kullanimini saglamaktadir (Xiao et al., 2014). Jakob et al (2012), ekmek
izerinde yiiriittiikkleri ¢alismalarinda levanin mikrojel olusturmasiyla raf émriiniin
uzadigin1 gozlemlemis ve bugday unuyla hazirlanmis ekmeklere en az %1 levan
ilavesinin kontrole kiyasla %18-26 daha yumusak ekmek eldesini sagladigim
belirtmistir.

Levansukrazin sahip oldugu; monosakkarit, disakkarit, aromatik ve alkil
alkoller gibi genis substrat spesifikligi de bu enzime duyulan ilginin artmasina neden
olmustir. Enzim laktosukroz, erloz, raffinoz ve metil fruktosit, hidrokinon fruktozid
gibi fonksiyonel fruktosit bilesikleri eldesinde de kullanilabilmektedir (Li et al.,
2015). Cesitli prebiyotik ozellikleri ile diisiik kalori igerigine sahip laktosukraz;
Japonya’da FOSHU (Food for Specified Health Uses, Belli Saglik Faydasi Bulunan
Gida) tanimlamasina dahil edilmistir ve ¢esitli gidalar ile iceceklerde endiistiriyel

boyutta yaygin olarak kullanilmaktadir (Fujita et al., 1991; Fujita et al., 1995).
2.5. Aktinobakteriler

Aktinobakteriler, su ve karasal ekosistemlerde yaygin bulunan Gram pozitif ve
yiiksek G+C icerigine sahip bakteri filumundandir (Barka et al., 2015). isim k&keni
Yunanca aktis veya aktin (ray, hif) ve mukes (mantar) sdzciiklerinin tiiretilmesinden
meydana gelen Aktinobakteriler, hif yapilarinin uzama ve dallanma kombinasyonu

ile gelisim gostermektedir. Geleneksel yaklasimda ise aktinomisetler; bakteriler ve

34



mantarlar arasindaki gecis formu olarak kabul edilmektedir. Cogu aktinobakteri,
filament olusturan mantarlar gibi misel yap1 olusturmakta ve sporiilasyonla
cogalmaktadir. Ancak aktinobakterlerin bu sekilde mantarlarla kiyaslanmasi
ylizeysel bir yaklasimdir. Ciinkii diger tiim bakteriler gibi Aktinomisetlerde
prokaryotik bir niikleotid ve peptidoglikan hiicre duvari tasimaktadirlar. Ayrica
antibakteriyel maddelere duyarliliklar1 da yiiksektir. Fizyolojik ve ekolojik olarak
cogu Aktinobakteri aerobik oOzellik gostermekteyken; istisnalar da mevcuttur.
Hetetorofik veya kemoototrofik 6zellikte gdsterebilmektedirler. Cogu aaktinomiset
kemoototrofik olup kompleks polisakkaritler de dahil olmak {iizere cesitli besin
kaynaklarmi kullanabilmektedir (Lechevalier and Lechevalier, 1965; Zimmerman,

1980).

Morfolojik olarak da cesitlilik gdsteren aktinobakteriler; kok (Micrococcus),
cubuk (Mycobacterium) ya da dallanmis misel yapili olup (Streptomyces) ¢ogu spor
olusturabilmektedir. Aktinobakteriler hem sucul hem karasal habitatlarda yaygin
bulunmaktadir. Aktinobakteriler Orta Cag duvar resimleri, ¢dl topraklari, tereyagi,
deniz siingerleri ve radon igeren kaplicalar gibi ¢ok farkli ortamlardan izole
edilebilmektedir. Aktinobakterilerin ekstrem alanlarda yasama kabiliyeti o6lii bitki,
hayvan ve mantar gibi materyallerin parcalanmasindan sorumlu olan ekstraseliiler
hidrolitik enzimleri iiretme yeteneginden ileri gelmektedir. Bu acidan bakteriler,
karbon doniisiimiinde de biiyiik rol oynamaktadir. Rhodococcus gibi bazi tiirler daha
karmagik yapili nitro-, di-nitrofenol, piridin ve nitroaromatik bilesiklerini indirgeme

yetenegine de sahiptirler (Ul-Hassan and Wellington, 2009).

Genellikle toprakta 10°-10° /g araliginda bulunan Aktinobakterilerin yaklasik
%095 1 Streptomyces ailesine aittir (Williams and Vickers 1988).

Sicaklik, pH, nem miktar1 gibi ¢esitli parametreler aktinobakterilerin gelisimi
tizerinde etkilidir. Cogu bakteri 25-30°C sicakliklarda optimum gelisim gdsteren
mezofilik karaktere sahiptir. Bazi termofilik Aktinobakteriler 50-60°C arasi
sicakliklarda da iyi bir gelisim gostermektedir (Edward, 1993). Toprakta vejetatif
yolla gelisen bakteriler diisiik nem degerlerini tercih etmektedir. Cogu toprak
bakterisi, en iyi gelisimi pH 6,0-9,0 arasinda gostermektedir. Ancak bazi
Streptomyces tirlerinin asidik topraklardan (pH 3.,5) izole edildigi literatiirde
belirtilmistir (Kim et al., 2003).
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Aktinobakteriler; c¢esitli antibakteriyel ve antifungal etkiye sahip ikincil
metabolitleri olusturma yetenegine sahiptir (Ul-Hassan and Wellington, 2009).

Berdy (2005) tarafindan mikroorganizmalardan tanimlamasi yapilan 23.000‘in
iizerindeki sekonder metabolitten %42’sinin Aktinobakterilerce iiretildigi (Berdy,
2005); bu grup iiyelerinden Streptomyces cinsinin bilinen 12.400 biyoaktif bilesik
(11.000 antibiyotik) iiretme yetenegi ile biiyiikk biyoteknolojik potansiyele sahip
oldugu; diger Aktinobakterilerin ise 3600 biyoaktif bilesik iirettigi (Berdy 2012)
bildirilmektedir. Aktinobakterilerin iirettigi metabolitler igerisinde biiylik endiistriyel
oneme sahip lipaz, proteaz, amilaz, pektinaz, seliilaz gibi enzimler de bulunmaktadir

(Prakash et al., 2013). Mikrobiyal kokenli dogal iiriin sayilar1 Tablo 2.9°da

sunulmustur.
Tablo 2.9. Mikrobiyal kokenli dogal iiriin sayilar1

Uretici Organizmalar Antibiyotikler Tiim Biyoaktifler Toplam Bilinen

Actinobacteria 14500 16000 20000-21000
Streptomyces sp. 11000 12400 17000
Diger aktinobakteriler 3400 4700 4400

Eubacteria 3500 4700 11000-12000
Bacillus sp. - - 1400
Pseudomonas sp. - - 950
Mycobacteriales 450 750 1200
Cyronobacteria 400 1800 4500
Diger bakteriler 800 2000 5000

Fungi 10500 18000 40000-45000
Mikroskobik funguslar 9000 14000 32000
Aspergillus - 4100 9000
Penicillium - 340 3000
Basidiomycetes 2900
Diger funguslar 110

Toplam Mikrobiyal 28500 38000 75000-80000

Aktinobakteriler toprakta yogun olarak bulundugu icin siklikla toprak
orneklerinde calisilmistir (Fenical, 1993). Son yapilan c¢alismalarda yeni
aktinobakteri veya bunlardan elde edilen bilesiklerin orani diismiistiir. Var olan
caligmalar genelde bilinen tiirlerin veya farkli tlirlerden aymi aktif bilesigin elde
edilmesi seklinde ilerlemis ve sonuglanmistir (Igarashi, 2004). Aragtirmacilar mevcut
durumdaki bu sorunun daha 6nce hi¢ ¢alisilmamis ekstrem sartlara sahip alanlardan
toplanan Orneklerin analiz edilerek c¢oziilebilecegini diistinmektedir (Bull, 2011).
Ekstrem kosullara adaptasyon saglayabilmis mikroorganizmalarin farkli biyoaktif

bilesikleri iiretebildigi belirlenmistir (Thumar et al., 2010; Mohammadipanah and
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Wink 2016). Ciinkii mikroorganizmalar karsilastiklar1 ekstrem sartlarin iistesinden
gelebilmek i¢in mevcut durumda kullanmadiklar1 genetik bilgilerini kullanmaya ve
adaptasyonu gerceklestirmeye yardimei olacak cesitli sekonder metabolitleri iiretme

egilimindedir (Mitra et al., 2008; Ningthoujam et al., 2009).

2.5.1. Aktinobakterilerden Transglutaminaz Enzim Sentezi

Yiiksek verimli transglutaminaz iiretim yetenegine sahip suslarin izolasyonu;
enzim lretiminin optimizasyonunda oldukca onemlidir. Simdiye kadar; mikrobiyal
orijinli transglutaminaz iiretimi i¢in en az 6 farkli sus incelenmistir. Bu suslar;
Streptoverticillium mobaraense, Streptoverticillium cinnamoneum, Actinomadura
sp., Streptoverticillium ladakanum, Bacillus circulans, Streptomyces sp. ve
Streptomyces hygroscopicus olarak siralanabilir. Bunlar arasinda; Streptomyces
spp.’ler tarafindan saglanan tretim diger tiirlere kiyasla daha yiliksek verim

saglamaktadir (Guan et al., 2009).

Ho ve arkadaglart tarafindan yiriitilen c¢alismada Streptoverticulum
ladakanum’dan mikrobiyal Tg elde edilmistir. Elde edilen enzim i¢in optimum
calisma kosullari; 40°C ve 5,5 pH olarak raporlanmistir. Ayrica enzimin 5,0-7,0 pH
araliginda stabil oldugu ve 45°C 10 dakika bekletildikten sonra inaktif hale geldigi
gozlenmistir. Saflastirilmis enzimin aktivitesinin K*, Na*, Ca*™, Mn"? ve Mg*? iyon
varhiginda artigi Fe* agir metali ile etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) tuzlari

varligindan etkilenmedigi belirtilmistir (Ho et al., 2000).

Topraktan izole edilen Actinomadura sp. T-2’den elde edilen transglutaminaz
enziminin optimum c¢alisma kosulllar1 8,0 pH ve 45°C olarak raporlanmistir. Ek

+2

olarak enzimin aktivite gostermesi i¢in Ca'’ye ihtiya¢ duymadigi ve 5,0-9,0 pH

araliginda 30-45°C degerlerinde stabil oldugu belirtilmistir (Kim et al., 2000).

Lin ve arkadaglar tarafindan yiiriitilen bir ¢aligmada ise; transglutaminaz
kodlayan gen Streptomyces platensis’ten Streptomyces lividans’a klonlanarak
ekspresyonu saglanmistir. Enzimin bu yolla endiistriyel 6l¢ekte daha verimli iiretim

potansiyeline sahip oldugu yorumu yapilmistir (Lin et al., 2006).

Kore ormanlarindan izole edilen Streptomyces platensis YK-2 bakterisinden
elde edilen enzimin 5,0-9,0 pH araliginda aktivitesini korudugu ve 30-45°C
araliginda stabil oldugu belirtilmistir. Ek olarak enzimin optimum ¢aligma sartlarinin

8,0 pH ve 45°C oldugu raporlanmistir (Yeo et al., 2009).
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Streptomyces mobareensis’ten elde edilen enzimin 5,0-10,0 pH araliginda
aktivite gosterdigi; maksimumu aktiviteyi 6,0 pH ve 48°C sicaklikta gosterdigi
gozlenmistir. Ayrica elde edilen enzimin yiiksek tuz icerigine sahip ortamlarda da

stabil oldugu raporlanmistir (Jin et al., 2016).

Baska bir ¢alismada ise; Streptomyces mobaraensis’deki ilgili gen bolgesi
GAP promotoru kontrolii altinda Pichia pastoris’e klonlanarak ekspresyonu
saglanmigtir. Calisma sonunda; P. pastoris ekpresyon sisteminin rekombinant
mikrobiyal Tg enzim {iiretimi i¢in uygun bir sistem olusturacagi yorumu yapilmis ve
elde edilen enzimin aktivitesi 37640 U/mL olarak raporlanmistir (Ozcelik et al.,

2019).

Zhang et al. (2020) tarafindan yiritilen bir ¢alismada da mikrobiyal
transglutaminaz enzimini kodlayan gen; endiistride yaygin Tg fireticisi olarak
kullanilan Streptomyces mobarense’den alinarak Corynobacterium glutamicum’a
aktarilmis ve ekspresyonu saglanmistir. Calisma sonunda; C. glutamicum 'un biiyiime
egrisinde belirgin bir farklilik gdézlenmezken simdiye kadar bildirilen en yiiksek
hiicre ici mTg aktivitesi olan 49 U/mL ile 2 L’lik biyoreaktdrde iiretimim

gerceklestirildigi raporlanmistir.

Suzuki ve arkadaslar1 tarafindan aktinomiset kdkenli bakterilerden elde edilen
termo-tolerant transglutaminaz enzimi ABD’de patentlenmistir. Elde edilen enzimin
25-68,4°C aras1 sicakliklarda aktivitesini korudugu raporlanmistir (Suzuki et al.,

2013).

2.5.2. Aktinobakterilerden Beta Galaktozidaz Enzim Sentezi

Aktinobakteriler; biiyiik miktarlarda enzim {iretme potansiyeli, biyokimyasal
cesitlikleri ve genetik manipiilasyonlara uygunluklari nedeniyle alternatif enzim
kaynaklar1 arasindadir. Niifusun hizla arttigi ve pek ¢ok dogal kaynagin tilkenme
tehlikesi altinda oldugu giiniimiiz diinyasinda; endiistrinin Oniimiizdeki yillarda
karsilasacagi zorluklarin iistesinden gelmeye yardimei olacak potansiyele sahiptir.
(Vaijayanthi et al., 2016). Asagida bu konuya aciklik getirecek B-galaktozidaz

iiretiminde aktinobakteriler ile ilgili yiiriitiilen ¢alismalardan 6rnekler verilmistir.

1974 yilinda Collinge ve arkadaslar1 tarafindan Streptomyces coelicolor
tarafindan termostabil § -galaktozidaz enzimi iiretilmis ve ABD’de patentlenmistir.

Elde edilen enzimin; 70°C’de aktif oldugu, optimum calisma araliginin 60-70°C ve
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maksimum aktivitenin ise 65°C*de gozlendigi belirtilmistir. Bu agidan diistik sicaklik
ile yapilan pastorizasyon proseslerinde (63°C‘de 30 dakika) kullanim1 6nerilmistir.
Enzimin 65°C‘deki aktivitesinin 40°C‘deki aktivitesine kiyasla 3 kat daha yiiksek

oldugu da eklenmistir. (Collinge et al., 1974).

Sanchez and Hardisson (1979) tarafindan Streptomyces violaceus’tan
ortamdaki galaktozun indiiklemesiyle enzim fiiretimi gergeklestirilmis ve iiretilen
enzim aktivitesinin 1,490 U/ml oldugu raporlanmistir. Nakao et al. (1994) tarafindan
da Saccharopolyspora rectivirgula bakterisinden yiiksek transgalaktozilasyon
aktivitesine sahip termostabil B-galaktozidaz elde edilmistir. Enzimin; 70°C’de 1,75
M laktoz ile muamele edildiginde (7,0 pH) 22 saat sonunda %41 verimle GOS
irettigi raporlanmistir. Ayrica enzimin pH 7,2’de 60°C’de 10 uM MnCl> varliginda
4 saat; 70°C’de 1,75 M laktoz ve 10 uM MnCl> varliginda 22 saat boyunca stabil
kaldig1 gozlenmistir. Elde edilen enzimin laktozdan GOS {iretiminde yiiksek

sicakliklarda gerceklestirilen proseslerde basariyla kullanilabilecegi onerilmistir.

Hildebrandt et al. (2009) tarafindan da Antartika bolgesinden izole edilen
Artrobacter sp. 32¢’den elde edilen B -galaktozidazin 6,5 pH ve 50°C’de maksimum
aktivite gosterdigi; 25°C sicaklik degerinde maksimum aktivitenin %60’ 1n1n; 0°C’de

ise maksimum aktivitenin %15’inin gozlendigi bildirilmistir.

Hindistan- Kolkata bolgesindeki sigir ahirlarindan gelen toprak drneklerinden
izole edilen toprak bakterilerinin B -galaktozidaz iiretim yetenekleri taranmistir. Izole
edilen 2 bakterinin enzimi irettii ve optimum 7,0 pH ve 40°C’de calistigi
raporlanmistir (Maity et al., 2013). Antartika bolgesinden izole edilen Arthrobacter
sp. 32cB P -galaktozidaz iiretim geni klonlanarak; E.coli’de eksprese edilmis ve
iiretilen enzimin maksimum aktivitesinin 8,0 pH ve 28°C*de goriildiigii; 10°C’de ise
maksimum aktivitesinin %42’sini gosterdigi bildirilmistir (Pawlak-Szukalska et al.,

2014).

2.5.3. Aktinobakterilerden Levansukraz Enzim Sentezi
Aktinobakteri levansukraz iiretimi iizerine literatiirde ¢ok fazla ¢alismanin

yapilmadig1 belirlenmis; ulasilan ¢calismalar asagida 6zetlenmistir.

Pabst (1977) tarafindan yliriitiilen bir ¢alismada; Actinomyces sinifinda yer
alan Actinobacter vicous’tan levansukraz elde edilmistir. Elde edilen enzimin pH

4,0-9,0 gibi genis bir aralikta aktivitesini korudugu; maksimum aktivitenin ise pH

39



6,5’te gozlendigi raporlanmistir. Park et al. (2003) tarafindan da Microbacterium
laevaniformans‘tan levansukraz eldesi iizerine c¢alistlmistir. Calisma sonunda;
enzimin indirgen seker olusturma aktivitesi i¢in optimum pH’nin 6,5; levan
olusturma aktivitesi i¢in ise 6,0 oldugu belirtilmistir. Enzimin 5,0-7,0 pH araliginda
aktivitesini korudugu; pH 9,2’da ise inaktif hale geldigi raporlanmistir. Enzim igin
optimum c¢alisma sicakliginin 30°C oldugu; 45°C’de ise maksimum diizeyde

indirgen seker aciga ¢ikardigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Mikrobiyal transglutaminaz, (-galaktozidaz ve levansukraz enzim iretimi
varhgini test etmek amaciyla Ondokuz Mayis Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimiinde depolanan, ¢ol, sediment ve toprak olmak {izere farkli ekolojik
Ozelliklere sahip ortamlardan izole edilmis ve draft genom dizisi belirlenerek
tanimlanmis tretici tiir olmasi beklenen toplam 41 adet bakteri temin edilmistir.
Temin edilen bakteriler, izole eden arastirmaci ve izolasyon kaynagi Tablo 3.1°de yer

almaktadir.

3.2 Yontem

3.2.1.Transglutaminaz, Levansukraz ve p-galaktozidaz Uretim
Potansiyeline Sahip Izolatlarin Biyoinformatik Tarama ile
Belirlenmesi

Calismada Ondokuz Mayis Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimiinde depolanan, ¢6l, sediment ve toprak olmak {izere farkli ekolojik
ozelliklere sahip ortamlardan izole edilen bakteri izolatlarinin draft genom dizilerinin
(kontigler) ilgili enzimlerle 6rtlisme bicimleri gozlenmistir. Bu baglamda GenBank
veritabanini kullanan sistem, daha once sunulmus olan aktinobakteriyel kokenli
transglutaminaz (EC. 2.3.2.13), levansukraz (EC. 2.4.1.10) ve B-galaktozidazlarin
(3.2.1.13) amino asit dizilerini kendi i¢inde g¢akistirmakta ve korunmus bdlgeleri

tespit etmektedir.

Sistemde arastirmaci tarafindan draft genom dizileri yiiklenen her bir
bakterinin tek tek ilgili genleri iiretim yetenekleri taranmis ve pozitif sonug veren

izolatlar kalitatif testler de kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Calismada tim genom dizi analizleri gergeklestirilerek degisken sayida
par¢adan olusan genom verileri elde edilen izolatlarin transglutaminaz, levansukraz
ve [-galaktozidaz enzimleri iretim genlerine sahip olup olmadiklarinin
belirlenmesinde biyoinformatik ara¢ olarak Rapid Annotation Using Subsystem
Technology (RAST version 2.0) kullanilmistir (Aziz et al., 2008; Overbeek et al,
2014). Calismada kullanilan RAST sistemi ¢ogu bilim insanmi1 tarafindan gen
fonksiyonlar1 ile yeni yollar1 kesfetmek i¢in yaygin kullanilan tim filogenetik
agactaki prokaryotlar i¢in yiiksek kaliteli genom agiklamalar1 sunmaktadir. Sistem;

Isik, (2012) tarafindan da bildirildigi gibi daha 6nce arastirmacilar tarafindan
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Tablo 3.1. Ondokuz May1s Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimiinden Temin Edilen Bakteri izolatlar1 ve Bilgileri

% . izole eden GenBank

No Kullamlan Mikroorganizma En Yakin Akraba Tip Tiirii Izolasyon Kaynagi .

Benz. Arastirmaci Accession No.
1 Streptomyces coryli A7024 Streptomyces cadmiisoli ZFG47 97,7 Findik Bahgesi - Diizce Nevzat Sahin JAAKZV000000000
2 Streptomyces boncukensis SB3404  Streptomyces albus NBRC 13014 97,2 Boncuk Tuzlas1 - Corum Demet Tatar JAAKZZ000000000
"3 Nocardioides sp. KC13 Nocardioides luteus KCTC 9575 99,3 Karakum Colii - Tlirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ JAALAA000000000
"4 Rhodococcus sp. 14C212 Rhodococcus aetherivorans 10bc312 98,8 Bazaltik anamateryal - Samsun Salih Saricaoglu =~ JAALEH000000000
5 Streptomyces scabichelini HC44 Streptomyces vastus NBRC 13094 97,6 Hacibektag - Nevsehir Talha Gengbay JAAKZY000000000
6 Streptomyces mesophilus YC504 Streptomyces caldifontis NCCP-1331 98,6 Yeni¢aga Golii - Bolu Ali Tokathi JAAKZW000000000
7 Streptomyces ureilyticus YC419 Streptomyces vastus NBRC 13094 99,0 Yeni¢aga Golii - Bolu Ali Tokathi JAAKZX000000000
8 Streptomyces boluensis YC537 Streptomyces ziwulingensis F22 97,9 Yeni¢aga Golii - Bolu Ali Tokathi JAAAHS000000000
"9 Nonomuraea sp. K271 Nonomuraea kuesteri NRRL B-24325 98,9 Zafer Burnu - KKTC Aysel Veyisoglu ~ JAAAHR000000000
10 Shimazuella alba KC615 Shimazuella kribbensis KCTC 9933 98,2 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~~ WUUL00000000
‘11 Microbacterium sp. 5K110 Microbacterium testaceum NBRC 12675 99,2 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ VBUMO00000000
12 Nonomuraea longispora KC401 Nonomuarea salmonea DSM 43678 98,1 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ VBUN00000000
13 Streptomyces sp. 8K308 Streptomyces hainanensis YIM 47672 99,2 Karakum Colii - Tlirkmenistan ~ Hayrettin Saygin =~ SMKC00000000
14 Actinomadura sp. 7K507 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3 98,9 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMKK00000000
15 Actinomadura sp. KC345 Actinomadura bangladeshensis 3-46-b3 98,4 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMKH00000000
16 Actinomadura sp. KC06 Actinomadura darangshiensis DSLS-70 98,5 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin =~ SMKT01000000
17 Actinomadura sp. KC216 Actinomadura darangshiensis DSLS-70 98,8 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMJX00000000
18 Actinomadura sp. 7K534 Actinomadura livida JCM 3387 99,3 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygmm ~ SMKB00000000
19 Actinomadura sp. 6K520 Actinomadura livida JCM 3387 99,3 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygmmn ~ SMLC00000000
20 Saccharopolyspora sp. 7TK502 Saccharopolyspora shandongensis 88 99,4 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMKW00000000
21 Saccharopolyspora sp. 5K548 Saccharopolyspora pathumthaniensis S582 99,8 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMLA00000000

(Devam)

42



Tablo 3.1. (Devam)

No

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

. % . izole eden GenBank

Kullanilan Mikroorganizma En Yakin Akraba Tip Tiirii Izolasyon Kaynagi .

Benz. Arastirmaci Accession No.
Saccharopolyspora sp. 16K309 Saccharopolyspora pathumthaniensis S582 99,7 Karakum Colii - Tlirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~~ SMKS00000000
Saccharopolyspora sp. 16K404 Saccharopolyspora endopytica YIM 63158 99,7 Karakum Colii - Tlirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~ SMKV00000000
Jiangella ureilytica KC603 Jiangella mangrovi 3SM4-07 99,4 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~~ SMKL00000000
Jiangella asiatica SK138 Jiangella alba DSM 45237 99,5 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin =~ SMKZ00000000
Jiangella aurantiaca 8K307 Jiangella alkaliphila DSM 45079 99,2 Karakum Colii - Tiirkmenistan ~ Hayrettin Saygin ~~ SMLB00000000
Kribella turkmenica 16K104 Kribella antibiotica YIM 31530 99,2 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKX00000000
Micromonospora sp. 15K316 Micromonospora avicenniae DSM 45758 99.4 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKG00000000
Micromonospora sp. KC723 Micromonospora pallida DSM 43817 99,1 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKD00000000
Micromonospora sp. KC721 Micromonospora haikouensis 232617 99,3 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMJY 00000000
Micromonospora sp. KC213 Micromonospora krabiensis DSM 45344 99,4 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKF00000000
Micromonospora sp. KC207 Micromonospora fluostatini PWB-003 99,4 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKJ00000000
Micromonospora sp. KC606 Micromonospora chersina DSM 44151 99,2 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKN00000000
Nonomuraea longispora KC201 Nonomuraea salmonea DSM 43678 99,0 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMJZ00000000
Nonomuraea diastatica KC712 Nonomuraea candida HMC10 98,1 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKP00000000
Nonomuraea deserti KC310 Nonomuraea candida HMC10 98,1 Karakum Colii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMKO00000000
Nonomuraea mesophila 6K102 Nonomuraea salmonea DSM 43678 98,3 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ SMLD00000000
Streptomyces cahuitamycinicus 13K301  Streptomyces variegatus NRRL B-16380 98,9 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin POUC00000000
Spongiactinospora gelatinilytica 7TK107  Spongiactinospora rosea LHW63015 98,7 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ POUA00000000
Micromonospora deserti 13K206 Micromonospora spongicola S3-1 98,6 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ POUB00000000
Nonomuraea sp. KC333 Nonomuraea maritima FXJ7.203 98,9 Karakum Co6lii - Tiirkmenistan Hayrettin Saygin ~ pPOUD00000000
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yiiklenen genom dizinleri veya c¢evrimigi olarak ulasilabilen National Center for
Biotechnolgy Information (NCBI) verilerindeki dizinleri, BLAST programi
aracilifiyla girilen protein ya da niikleotid dizinleri ile karsilastirarak arasindaki
benzerlikleri agiklamaktadir. Gen aileleri iiyelerinin belirlenmesinin yanisira dizinler
arasindaki fonksiyonel ve evrimsel iliskileri anlamak i¢in de kullanim potansiyeline

sahiptir.

Biyoinformatik araclar kullanilarak yapilan taramada parcali genom verilerinin
kullanilmasi nedeniyle enzimleri kodlayan gen bolgelerinin tamamini ayn1 genom
parcasinda icermeyen bazi izolatlar negatif sonuclar verebilmis olabileceginden,
genom verisine dayali taramalar sonucunda pozitif sonu¢ veren izolatlarin yakin
akrabasi olan fakat negatif sonu¢ veren farkli habitatlardan izole edilmis bazi
izolatlar da ileriki ¢alismalarda kullanilmak i¢in se¢ilmistir.

3.2.2. Enzim Uretim Potansiyeline Sahip Bakterilerin Aktiflestirilmesi,
Saflik kontrolleri ve Muhafazasi
Enzim tiretim potansiyeli bulunan bakteriler Pepton ilaveli Glucose Yeast-
Malt Extract Broth (GYMEPB: 10 g/L glukoz, 3 g/L maya 0ziitii, 3 g/L. malt 6ziitii,
2,5 g/L pepton, pH 7,0 £ 0,2) besiyerinde aktiflestirilmis, Pepton ilaveli Glikoz
Yeast-Malt Extract Agar (GYMEPA: 4 g/L maya 0ziitii, 10 g/ malt 6ziitd, 2,5 g/L
pepton, 4 g/L glukoz, 20 g/L agar, pH 7,0+£0,2) besiyerinde saflik kontrolleri
yapilmis ilerleyen caligmalarda kullanilmak tizere aymi kati1 besiyerinde +4°C’de;

uzun stireli olarak da -80°C’de muhafaza edilmistir (Shirling and Gottlieb, 1966).

3.2.3. Bakterilerin Enzim Uretim Yeteneklerinin Kalitatif Olarak
Belirlenmesi

Transglutaminaz, levansukraz ve [B-galaktozidaz iiretme potansiyeli bulunan
bakterilerin bu genlerinin ekspresyon yetenekleri asagida verilen yoOntemler

uygulanarak belirlenmistir.

3.2.3.1. Transglutaminaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Bourneow et al. (2012) tarafindan onerilen filtre kagit disk (FPD) yontemi
uygulanmistir. Transglutaminaz iiretim genine sahip bakteriler Nutrient Agar (NA:
5,0 g/L pepton, 3,0 g/L et ekstrakti, 12,0 g/ agar-agar ve pH 7,0 = 0,2) iceren 2
petriye nokta ekim yapilarak ekilmis ve 28-30°C‘de inkiibasyona birakilmistir (NA
besiyeri daha az renk girisimine sebep oldugu icin secilmistir). Petri kaplarindan

birisinde gelisen her bir koloninin iistiine hazirlanan filtre kagidi diskleri
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yerlestirilerek (disklerin ¢ap1; 0,56+0,01 cm ve su tutma kapasiteleri 9,45+0,15 pL),
her bir disk iizerine 30 pL substrat karisimi (37,5 mM CBZ-GIn-Gly, 125 mM
hidroksilamin ve 12,5 mM glutatyon; 200 mM sitrat tamponunda ¢ozdiiriilmiistiir,
pH 6,0) eklenmis ve 28°C de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
10 pL sonlandirma ¢ozeltisi (%5 FeCls.6H»0 igeren %15°lik TCA) eklenip 28°C de
1 saat bekletildikten sonra renk yogunlugu, diger petrideki koloni ile
karsilastirilmistir. Yogun kahverengi renk olusturan izolatlar iiretici olarak secilmistir

(Bourneow et al, 2012).

3.2.3.2. p-Galaktozidaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Enzim iiretim genine sahip bakterilerin; ilgili geni ifade etme durumlar 2-
nitrofenil B-D-galaktropiranosid (ONPG) testi uygulanarak taranmistir (Anonim,
2005). Bu amagla ilk olarak bakteriler modifiye edilmis GYM Agar (4 g/L maya, 10
g/L malt, 2 g/L. CaCO3, 4 g/L laktoz, 20 g/L. agar ve pH 7,2) besiyerinde
gelistirilmistir. Gelisen kiiltiirlerden bir 6ze alinip; 0.25 ml fizyolojik tuzlu su ile
siispanse edildikten sonra iizerine 0.25 mL ONPG besiyeri ilave edilmistir. Takiben
28°C sicaklikta 3 saat 30 dakika inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda tiiplerde
sar1 rengin meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin olmamasi negatif olarak

degerlendirilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. ONPG metodu pozitif/negatif sonug goriiniimii

ONPG besiyerinin hazirlanmasi asagidaki gibidir:
1) 50 mL distile su + 5 g tripton + 2,5 g NaCl, pH 7,5 ¢ozeltisi hazirlanmis ve
121°C 15 dakika sterilize edildikten sonra “A ¢ozeltisi” olarak etiketlenmistir.

2) 10 mL 0,01 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH 7,5) + 0,06 g ONPG (2-
nitrofenil B-D-galaktropiranosid) ¢ozdiiriilmiis, steril kabin icerisinde 0,2 um

porlu filtreden gegirilmis ve “B ¢ozeltisi” olarak etiketlenmistir.

3) 30 mL A c¢ozeltisi ile 10 mL B ¢ozeltisi aseptik kosullarda karigtirilmastir.
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3.7.3.3. Levansukraz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Levansukraz iiretimi, Sukroz Agar’da gelistirilen kolonilerin mukoid yap1
olusturma fenotipi test edilerek belirlenecektir (Desai ve Patel, 2019). Bu amagla
bakteri izolatlari, Modifiye Sukroz Agar’a (MSA: %2,5 sukroz, %] tripton, %1 maya
ekstrakt, %0,5 NaCl, %0,025 K;HPOs, %3 agar ve pH 7,0+0,2) tek koloni
diisiirecek sekilde ekilecek ve petriler 35°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilacaktir. Mukoid (yapigkan) yapili koloniler levansukraz pozitif olarak

secilmistir.

3.2.4. Enzim Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi

Enzim aktivite diizeylerinin belirlenmesi i¢in enzim {reticisi bakteriler
GYMEPA besiyerinde 30°C’de 7 gilin inkiibe edilerek gelistirilmistir. Gelisen
kolonilerden 6ze ucu ile alinarak GYMEPB besiyerine aktarilip 30°C’de 180 rpm
calkalamali kosullar altinda 3 giin inkiibasyona birakilarak asilama kiiltiiri
hazirlanmistir. Her ¢alisma oncesinde 100 mL’lik erlenlerde 30 mL besiyerinde taze
olarak hazirlanan asilama Kkiiltlirlerinden, transglutaminaz, [-galaktozidaz ve
levansukraz iiretimi i¢in sirasiyla Fermantasyon Besiyeri 1 (FB1: 20 g/L pepton, 20
g/L nisasta, 2 g/l maya 0ziitii, 2 g/L MgSO4. 7TH20, 2 g/ KoHPO4 ve 2 g/L
KH>PO4) ve Fermentasyon Besiyeri 2 (FB2: 20 g/L laktoz, 10 g/L pepton, 10 g/L
maya 0ziitl, 5 g/L amonyum siilfat, 3 g/L KoHPO4, 1 g/ KH2PO4 ve 0,5 g/L
MgS04.7H,0) ve Fermentasyon Besiyeri 3 (FB 3: 50 g/L sukroz, 7 g/L. maya 0ziitii,
1,6 g/L amonyum siilfat, 2,5 g/ KH2PO4 ve 1 g/L MgSOs. 7H,0 ortamlarina %5
oraninda asilama yapilmistir (Erdal et al., 2017; Sorde and Ananthanarayan, 2019).

Asilanmis besiyerleri 28-30°C’de 180 rpm c¢alkalamali kosullarda bulaniklik
gozlenene kadar inkiibasyona birakilmig; inkiibasyon sonrasinda, kiiltiir ortamu
10000 g kuvvetinde 4°C’de 10 dakika santrifiijlenmis ve hiicrelerden arindirilmisg
kiiltiir s1vis1 enzim aktivite analizlerinde kullanilmistir. Enzim aktivitesi belirlenmesi
icin; her bir iiretici bakteri 30 mL fermentasyon besiyeri igeren 100 mL’lik erlenlerde
cogaltilmistir. Fermentasyon-1, Fermentasyon-2 ve Fermentasyon-3 ortamlarinda

gelisen bakteriler Sekil 3.2., Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te yer almaktadir.
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Sekil 3.2. FBI1 ortaminda gelisen bakteriler (Transglutaminaz tiretimi)

Fermentasyon dncesi. Fermentasyon Sonrasi

Sekil 3.4. FB3 ortaminda gelisen bakteri (Levansukraz iiretimi)
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3.2.4.1. Transglutaminaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Transglutaminaz enzim aktivitesi hidroksamat yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Sorde and Ananthanarayan, 2019). Yontemde, substrat sollisyonu
olarak 100 mM hidroksilamin, 10 mM indirgenmis glutatyon ve 30 mM Z-GIn-Gly
iceren 0,2 M’lik Tris-HCI tamponu (pH 8,0+0,2) kullanilmistir. Enzim ¢ozeltisinden
100 pL aliarak 180 pL substrat ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 30°C’de 10 dakika
inkiibe edildikten sonra reaksiyon 320 pL sonlandirma ¢ozeltisi ile durdurulmustur
(Macedo et al, 2007). Sonlandirma ¢ozeltisi %5 FeCls.6H>O iceren %15°lik TCA
(Trikloro Asetik Asit) ¢ozeltisidir.

Reaksiyon sonlandirildiktan sonra karisim 13000 g kuvvetiyle 5 dakika
santrifiijlenmis ve siipernatantin 200 pL’si 96’lik plakalardaki kuyucuga aktarilarak
525 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiistiir. Pozitif kontrol olarak bakterilerden elde edilen
enzim ¢Ozeltisi yerine gine domuzu karacigerinden elde edilen saf transglutaminaz
kullanilmistir. Test kontrolii icin substrat, enzim ve sonlandirma ¢dzeltileri ayni anda
karistirllarak reaksiyon baslamadan durdurulmustur. Boylelikle tiim karigimin
baslangigta 525 nm’deki absorbsiyonu belirlenmistir. Olusan hidroksamat miktari
reaksiyon sonundaki absorbans degisimine gore “L-glutamik asit y-
monohidroksamat” standart grafiginden yararlanilarak hesaplanmistir (Fu et al,

2020).
3.2.4.2. Levansukraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Levansukraz enziminin aktivitesinin belirlenmesi i¢in dinitrosalisilik asit
(DNS) metodu kullanilmigtir (Miller, 1959). Tris-HCI tamponu (200 mM, pH 8,0) ile
hazirlanmis 0,5 M sukroz ¢dzeltisi ile 500 pL enzim ¢dzeltisi karistirilarak 30°C’de
10 dakika tutulmustur. Karigimim 200 pL’si ve 400 pL DNS (Dinitrosalisilik asit)
cozeltisi test tiipiine aktarilarak kaynayan su igerisinde 5 dakika bekletilmis ve tiip
icerisindeki karisim hizla sogutulduktan sonra 1 mL distile su ilave edilmistir. Son
karigtmim 540 nm’deki absorbansi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Pozitif
kontrol olarak ticari levansukraz ile hazirlanan enzim ¢ozeltisi; test kontroliinde ise
10 dakika kaynatilmis enzim ¢ozeltisi kullanilmigtir. A¢iga ¢ikan indirgenmis seker
miktar1 reaksiyon sonundaki absorbans degisimine gore “glukoz” standart
grafiginden yararlanilarak hesaplanmis (Hamdy et al., 2017) ve bir tinite levansukraz
aktivitesi analiz kosullar1 altinda, 1 mL enzim c¢ozeltisinde dakikada 1 pmol

indirgenmis sekerin olusumunu katalizleyen enzim miktar1 olarak sunulmustur.
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DNS ¢ozeltisinin hazirlanis1 asagidaki gibidir.
1) 1 g DNS (Dinitrosalisilik Asit) 50 mL deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir.
2) Uzerine 30 g K-Na-Tartarat ve 20 mL 2 M NaOH ¢ozeltisi eklenmistir.

3) Hacim 100 mL’ye tamamlanmis ve hazirlanan ¢ozelti 1518a karsi duyarl
oldugundan aliiminyum folyo ile 151k almayacak sekilde kaplanmis; kullanincaya

kadar +4°C’de muhafaza edilmistir (Garriga et al., 2017).

3.2.4.3. B-Galaktosidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

B-galaktozidaz aktivitesinin belirlenmesi i¢in 100 pL enzim ¢ozeltisi, 100 pL
2-nitrofenil B-D-galaktropiranosid (ONPG) ¢ozeltisi (20 mM) ve 800 pL Tris-HCI
(100 mM, pH 8,0)’den olusan reaksiyon karisimi 30°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda reaksiyon 500 puL 1 M Na,CO; ¢ozeltisi ilave edilerek
sonlandirilmistir. Reaksiyon sonlandirildiktan sonra karisim 13000 g kuvvetiyle 5
dakika santrifiijlenmis ve siipernatantin 200 pL’si 96’lik plakalardaki kuyucuga
aktarilarak 420 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiistiir (Yamada et al, 2017; Kosciow and
Deppenmeier, 2020). Agiga c¢ikan o-nitrofenoliin konsantrasyonu o-nitrofenol

standart grafigi yardimi ile hesaplanmistir (Kim et al., 2004).

Bir iinite beta galaktozidaz aktivitesi, analiz kosullar1 altinda, 1 mL enzim
cozeltisinde dakikada 1 pmol o-nitrofenol agiga ¢ikmasinini saglayan enzim miktari

olarak asagidaki esitlik (Esitlik 3.1) yardimiyla hesaplanmustir.

Enzim Aktivite (-0) = 2232 2 Df G3.1)

A420: 420 nm’de Slgiilen absorbans

Vh: Hazirlanan toplam reaksiyon hacmi
Vo: Okutulan toplam reaksiyon hacmi
k:  ONP standart grafiginin egimi

t:  Reaksiyon siiresi

Df: Diliisyon faktorii

Enzim aktivitesinin spesifik aktivite cinsinden ifadesinde asagidaki esitlik

(Esitlik 3.2) kullanilmigtir.

Spesifik Enzim Aktivitesi (U/mg) = Enzim Akvitesi (U/mL) / Protein miktar1 (mg/mL) (3.2)

3.2.5. Toplam Protein Miktarimin Belirlenmesi
Hiicrelerden armdirilmis kiiltlir sivis1 ve enzim ¢ozeltilerindeki toplam protein

miktar1 Bradford yontemi uygulanarak belirlenmistir (Bradford, 1976). Protein
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konsantrasyonu bilinmeyen ¢ozelti uygun sekilde seyreltildikten sonra ¢ozeltinin 100
pL’si 1 mL Bradford ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilip
karisimin 595 nm’deki absorbansi 6l¢iilmiistiir. Protein miktarinin hesaplanmasinda
farkli konsantrasyonlardaki bovine serum albumin (BSA) ¢6zeltisi yardimiyla ¢izilen

standart grafikten faydalanilmistir.

Bradford c¢ozeltisinin hazirlanmast igin; 10 mL %95’lik ethanol, 20 mL
%85’lik fosforik asit ve 35 mg Coomassive Brilliant Blue G-250 ile hazirlanan

¢ozeltinin hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.

3.2.6. Ham Enzim Cozeltilerinin Saflastirilmasi

Daha 6nce “3.2.4. Enzim Ureticisi Bakterilerin Enzim Aktivite Diizeylerinin
Belirlenmesi” kisminda anlatilan yontemle elde edilen 500 mL ham enzim ¢ozeltisi
icerdigi enzimlerin saflastirilmast icin ilk olarak ultrafiltrasyon ile 3-5 kat
yogunlagtirilmis ve amonyum siilfat c¢oktlirmesi sonrasi tampona karst diyaliz
edilmigtir. Saflagtirma basamagi sonrasinda enzim aktivitesi ve toplam protein
miktar1 yukarida verilen ayni yontemler kullanilarak belirlenmistir. Ayrica asagidaki
esitlikler yardimiyla saflagtirma katsayist (3.3) ve saflastirma verimi (3.4) de

hesaplanmistir (Domurcuk, 2018).
Saflastirma Katsayisi= SS Spesifik Aktivite (U/g protein) / SO Spesifik Aktivite (U/g protein) (3.3)

Verim (%) = [SS Enzim Aktivitesi (U/mL) / SO Enzim Aktivitesi (U/mL)] x 100 34

SS: Saflastirma Basamag1 Sonrasi
SO: Saflastirma Basamag1 Oncesi

3.2.6.1. Ultrafiltrasyon Uygulamasi

Kiiltiir sivilarinin  yogunlastirilmast i¢in 200 mL’lik Amicon karistirmali
ultrafiltrasyon hiicresi ve 10 kDa ve istii molekiiler biiyiikliige sahip proteinlerin
geemesini engelleyecek ultrafiltrasyon membranlart kullanilmistir. Kiiltiir sivist alti
kismina membran takilmis ultrafiltrasyon hiicresine doldurulduktan sonra hiicrenin
kapag: kapatilarak azot tiipiine baglanmistir. Azot gazi ile hiicre i¢inde 2-5 bar’lik
basing yaratilarak ¢oziinmiis molekiiller ve 10 kDa’dan kiiciik proteinlerin hiicre
disina ¢ikist saglanarak hiicre igindeki proteinler kismen saflastirilmis ve
yogunlastirilmistir. Uygulama siiresince ultrafiltrasyon hiicresi buz ile sogutulmustur

(Nagy and Szakacs, 2008).
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Sekil 3.5. Buz iizerinde ultrafiltrasyon uygulamasi

3.2.6.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Kiiltiir ortamindan enzim proteininin yiiksek miktarda geri kazanimini
saglamak amaciyla ilk asamada %60 doygunluk oraninda olacak sekilde amonyum
siilfat tuzu ultrafiltrasyon sonrasi yogunlastirilan ortama yavas yavas ilave edilmis,
tuzun ¢oziinmesi i¢in manyetik karistirici karigtirllmig ve proteinlerin ¢okmesi i¢in
+4°C’de bir gece bekletilmistir. Siire sonunda ornekler santrifiij (3300 rpm, 10
dakika, +4°C) edilerek siipernetant uzaklastirilmistir. Cokelti ise tampon ilave
edilerek siispanse edilmistir. Coktiirme denemelerinde etkinligin belirlenmesi igin;
diyaliz sonrasi orneklerin enzim aktivite degerleri (U/ml), protein miktarlari

(mg/mL) belirlenerek karsilagtirllmigtir (Ekren, 2013).

3.2.6.3. Diyaliz Uygulamasi

Uygun boyutlarda kesilen diyaliz tiipleri 6nce %2 sodyum bikarbonat ve %0,05
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) ile hazirlanan ¢ozeltide 10 dakika, daha sonra
saf suda 10 dakika kaynatilmistir. Takiben ornekler hazirlanan tiiplere doldurulmus
ve 0rnek hacminin 10 kat1 kadar saf su ile doldurulan behere atilarak 18 saat +4°C’de
diyalize birakilmistir. Diyaliz siiresince tampon ¢ozelti 4 saatlik araliklarla

yenilenmistir (Stockingerlab, 2020).

3.2.7. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
Laemmli (1970) tarafindan bildirilen sekilde gerceklestirilmistir. SDS-PAGE igin
once ayirma jeli daha sonra ise bunun lizerine yiikleme jeli dokiilerek polimerize

edilmigtir. Ayirma jeli 0,375 M Tris-HCI tamponu (pH 8,8) ile %10 akrilamid, %0,1
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SDS, 9%0,27 bis-akrilamid, %0,006 amonyum persiilfat (APS) ve %0,15
tetrametilethilenediamin (TEMED) icerecek sekilde hazirlanmistir.

Ornek yiikleme jeli 0,125 M Tris-HCI tamponu (pH 6,8) ile %4 akrilamid,
%0,105 bis-akrilamid, %0,1 SDS, %0,012 APS ve %0,3 TEMED icerecek sckilde
hazirlanmistir. Daha Oncesinden 1/1 oraninda 2X’lik 6rnek yiikleme tamponuna
(0,125 M Tris, %4 SDS, %20 gliserol, %10 2-merkaptoetanol, %0,2 bromofenol
mavisi, pH 6,8) karistirllmig 98°C’de 5 dakika bekletilerek denatiire edilen enzimler
jele yiiklenerek 200 V sabit akimla yiiriitiilmiistiir. Tank tamponu (pH 8,3) bilesimi
0,005 M Tris, 0,0384 M glisin ve %0,2 SDS’den olusmustur.

Yiriitme islemi sonrasinda cam plakalar arasindan alinan jeller boyama
soliisyonu (1 g Coomassie Blue, 500 mL metanol, 100 mL glasiyel asetik asit, 400
mL distile su) bulunan kaplarda oda sicakliginda 50 rpm kuvvetinde ¢alkalanarak 2
saat bekletilmigtir. Boyanan jeller yikama soliisyonunda (50 mL etanol, 850 mL
distile su, 100 mL glasiyel asetik asit) 18 saat bekletildikten sonra jeldeki protein

bantlar1 goriintiilenmistir. Yikama ¢ozeltisi her 6 saatte bir tazelenmistir.

3.2.8. Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu

Saflastirilan enzimlerin karakterizasyonu i¢in maksimum aktivite gosterdigi
sicaklik ve pH degerleri belirlenerek; sicaklik ve pH’nin enzim kararligi iizerine
etkileri belirlenmistir. Bu karakterizasyon c¢aligmalarinda enzim aktiviteleri “3.2.4.
Enzim Ureticisi Bakterilerin Enzim Aktivite Diizeylerinin Belirlenmesi” baslig
altinda anlatildig1 gibi ol¢iilmiistiir.

3.2.8.1. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicakh@m Etkisinin

Belirlenmesi

Enzim aktivitesi tlizerine sicakligin etkisi diger kosullar sabit tutularak
belirlenmistir. Bu amagla, enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in
reaksiyon karisgimlari “3.2.4. Enzim Ureticisi Bakterilerin Enzim Aktivite
Diizeylerinin Belirlenmesi” kisminda belirtildigi gibi hazirlandiktan sonra enzimlerin
aktiviteleri 30, 40, 50, 60 ve 70°C sicakliklarda U/mL olarak belirlenmistir (Kim et
al., 2014; Fu et al., 2020).

Enzim stabilitesi tiizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in de kismi
saflagtirilmis enzim c¢ozeltileri stabilitenin belirlenecegi sicakliklarda (optimum

aktivite gozlendigi sicaklik degeri ile bir alt ve bir tist sicaklik degeri) 30, 60, 120 ve
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150 dakika bekletildikten sonra hizli bir sekilde sogutularak standart deney
kosullarinda spektorofotometrik olarak akvite tayini yapilmistir (Adigiizel, 2020).

3.2.8.2. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH Degerinin Etkisinin
Belirlenmesi

Enzimlerinin aktivitesi iizerine pH’nin etkisini belirlemek icin reaksiyon
karisimlart “3.2.3. Enzim Ureticisi Bakterilerin Enzim Aktivite Diizeylerinin
Belirlenmesi” kisminda belirtildigi gibi hazirlandiktan sonra enzimlerin aktiviteleri
4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0 degerlerine sahip 50 mM tampon ile U/mL olarak
belirlenmistir (Kim et al., 2014; Fu et al., 2020). Farkli1 pH degerlerinde aktivitenin
belirlenmesi ¢aligmalarinda 4,0-6,0 pH aralig1 i¢in sodyum sitrat, 7,0-9,0 pH aralig1
icin Tris-HCI ve 10,0-11,0 pH araligi i¢in glisin-NaOH soliisyonu kullanilmigtir (Cui
et al, 2007; Jin et al, 2016; Ceresino et al, 2018).

Enzim stabilitesi lizerine pH’ nin etkisini belirlemek i¢in de kismi saflagtirilmig
enzim c¢ozeltileri stabiletenin belirlenecegi pH degerlerinde (optimum aktivitenin
gozlendigi pH degeri ile bir alt ve bir pH degerinde) 30, 60, 120 ve 150 dakika
bekletildikten sonra standart deney kosullarinda spektorofotometrik olarak akvite

tayini yapilmistir (Adigiizel, 2020).

3.2.8.3. Enzimlerin Molekiiler Agirhiklarinin Belirlenmesi

Saf enzim preperatlar1 molekiiler agirliklart bilinen farkli proteinleri iceren
cozelti (protein standart) ile birlikte daha 6nce “3.2.5.5. Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi” kisminda anlatildigi gibi poliakrilamid jelde

yiriitiilerek goriintiilenmistir (Laemmli, 1970).

3.2.9. Istatistiki Analiz

Iki veya ii¢ parallelli olarak yiiriitiilen analiz sonuglarinin ortalamalar1 alinmus
standart sapma degerleri ile Dbirlikte verilmistir. Elde edilen verilerin
degerlendirilmesi ve karsilagtirnlmasi SPSS (Statistical Package for the Social
Science, version 28.0) programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
yapilmustir. Istatistiksel agidan farklilik %95 giiven araliginda (p<0,05)

belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Transglutaminaz, Levansukraz ve B-Galaktozidaz Uretim Genlerine
Sahip izolatlarin Belirlenmesi

Karakum Colii basta olmak iizere, farkli lokalitelerden izole edilen ve tiim
genom dizi analizleri gergeklestirilerek degisken sayida parcadan olusan genom
verileri tanmimlanan 41 toprak bakterisinin transglutaminaz, levansukraz ve [3-
galaktozidaz enzimleri iiretim genlerine sahip olup olmadiklar1 biyoinformatik
araglar (Rapid Annotation using Subsystem Technology; RAST version 2.0)
kullanilarak (Aziz et al., 2008; Overbeek et al, 2014) belirlenmis ve taranan

mikroorganizmalar ile tarama sonuglar1 Tablo 4.1°de 6zetlenmistir.

RAST sistemi kullanilarak gergeklestirilen biyoinformatik tarama sonucunun
degerlendirilmesine Ornek olmak iizere Jiangella sp. 8K307 izolatinin -
galaktozidaz enzimi {iretim geni varlifi analizine ait sistemden almnan ekran
goriintiisii Sekil 4.1’de yer almaktadir. Kirmizi ile belirtilen bolge B-galaktozidaz

enzimi tiretim geni varliina isaret etmektedir.

Browse Genome: Jiangella sp. 8K307 (6666666.427132)

Location | Focus | Upload List B — ) T
D fig|6666666.427132.peg.2331 2 —> (E2OLCIOUE] o LY AR SRS
Type cbs
NODE_2_length_287957_cov_62.1401
Contly —4-length._ v " Contig  NODE_2_length_287957_cov_62.1401
Type CDs Start 44655
F beta-galactosi (EC 3.2.1.23) " a= Stop 47168
- . Length 2514bp
Subsystem - none
V! -2 - Function beta-galactosidase (EC 3.2.1.23)
Start 44655
3 - none -
Stop 47168
38711 | 40311 | 41911 | 43511 | 45141 | 46711 | 48311 | 49911 | 51511 | 531
Length 2514 I 1 1 T 1 T — 1 T T 1 T T — 1 1 T 1 f 1
\ zoom to sequence | details page | evidence page \

Sekil 4.1. RAST Sisteminde Enzim Uretim Genlerinin Taranmas1 Arayiiz Fotografi

Tarama sonucunda; taranan bakterilerden her birinin bu enzimlerden en az
birini kodlayan gen boélgesine sahip oldugu; transglutaminaz enzim iiretim geninin
tiim bakterilerde, levansukraz enzimi iiretim geninin 2 bakteride (Micromonospora
sp. KC721, Micromonospora sp. KC213), B-galaktozidaz iiretim geninin de 35
bakteride bulundugu saptanmistir. Bu sonuglar; ilgili bakterilerin enzim {iretim
genlerinin ekspresyonunun arastiritlmasinin  ve iretim miktarinin belirlenerek
endiistriye kazandirilmasinin gerektigini ortaya koymaktadir. Ulagilan bu sonug
dikkate alinarak enzim {iretim gen bdlgesine sahip bakterilerin ekspresyon

yetenekleri kalitatif ve kantitatif yontemlerle belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Enzim iiretim yetenekleri taranan mikroorganizmalar ve tarama sonuglari

Mikroorganizma

Transglutaminaz

Levansukraz

B-Galaktozidaz

Streptomyces sp. A7024
Streptomyces sp. SB3404
Nocardioides sp. KC13
Rhodococcus sp. 14C212
Streptomyces sp. HC44
Streptomyces sp. YC504
Streptomyces sp. YC419
Streptomyces sp. YC537
Nonomuraea sp. KC271
Shimazuella sp. KC615
Kribella sp. KC401
Streptomyces sp. 8K308
Actinomadura sp. 7TK507
Actinomadura sp. KC345
Actinomadura sp. KC06
Actinomadura sp. KC216
Actinomadura sp. 7K534
Actinomadura sp. 6K520
Saccharopolyspora sp. 7K502
Saccharopolyspora sp. SK548
Saccharopolyspora sp. 16K309
Microbacterium sp. S5SK110
Saccharopolyspora sp. 16K404
Jiangella sp. KC603
Jiangella sp. 5K138
Jiangella sp. 8K307
Kribella sp. 16K104
Micromonospora sp. 15K316
Micromonospora sp. KC723
Micromonospora sp. KC721
Micromonospora sp. KC213
Micromonospora sp. KC207
Micromonospora sp. KC606
Nonomuraea sp. KC201
Nonomuraea sp. KC712
Nonomuraea sp. KC310
Nonomuraea sp. 6K102
Streptomyces sp. 13K301
Sinosporangium sp. TK107
Salinispora sp. 13K206
Nonomuraea sp. KC333

+

T T T i i i i o i e e o e i i I S

+

+

e e T T i i i e SR

+ o o

+

e

e e

+: Enzim Uretim Geni Tastyor; -: Enzim Uretim Geni Tagimiyor)

4.2. Bakterilerin Enzim Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

4.2.1 Transglutaminaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Transglutaminaz enzim {iretim genine sahip bakterilerin; ilgili geni ifade etme

durumlarn kati besiyerinde Bourneow et al (2012) tarafindan bildirilen (Filtre Kagit

Disk) FPD yontemi

uygulamasinda Nutrient Agar besiyerilerine bir petride 4 bakteri olacak sekilde

“Nokta Yontemi” ile ekim yapilmis, inkiibasyon sonunda petri kaplarinda gézlenen
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renk degisimleri kontrol grubu ile karsilagtirilmis ve yogun kahverengi renk gézlenen

izolatlar pozitif olarak kabul edilmistir.

Bakterilerin ¢gogunda kontrol grubuna kiyasla kahverengi renk yogunlugu fazla
bulunmus olmakla birlikte kahverengi renk yogunlugu daha belirgin sekilde
gozlenen, farkli tiire sahip olan ve besiyerinde daha hizli gelisim gosteren 9 adet
bakteri ileriki calismalar i¢in secilmis ve bunlarin ekim yapilan petri kaplarinin

iistten ve alttan goriiniimlerine ait fotograflar Sekil 4.2°de verilmistir.

Diger ekim yapilan bakterilere ait petri kaplarinin {stten ve alttan
goriinlimlerine ait fotograflara EK.1.’de yer verilmistir Se¢ilen bakterilerin RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology; RAST version 2.0) ile
gerceklestirilen  biyoinformatik taramasinda “Transglutaminaz like enzymes-
transglutaminaz benzeri enzim” kodlayan gen bolgesi varligina sahip olduklar: tespit
edilmigtir. 2019 yilinda Giordano ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen bir calismada
PFAM (The Protein Families) veritabani kullanilarak mikrobiyal transglutaminaz
iireticisi  bakterilerin protein sekanslari incelenmistir. Tarama sonuglarinda
Streptomyces mobaraensis, Streptomyces auratus, Streptomyces fradie, Streptomyces
decoyicus, Streptomyces  paucisporogenes, Streptomyces hygroscopicus,
Streptomyces sp. H021, Streptomyces sp. XY332 gibi bakterilerde bu gen bolgesinin
varligi tespit edilmistir (Giordano et al., 2018).
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Petri Kutusu Ustten Goriiniim Petri Kutusu Alttan Goriiniim

Ornek Kontrol Kontrol Ornek

Streptomyces sp. 16K401

@

Pseudonocrdia sp. SK418

Streptomyces sp 6K502

Nonomuraea sp. 7TK523

Streptomyces sp. 13K105

Streptomyces sp. 13K105

Actinomadura sp 7K534 Actinomadura sp TK534

Sekil 4.2. Transglutaminaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesi
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Transglutaminaz enzim aktivitesine sahip ve ileriki ¢aligmalarda kullanilmak
iizere secilen 9 bakteri canlandirma besiyerinde gelistirildikten sonra fermentasyon-1
(FB-1) ortamina %5 oraninda asilanarak c¢alkalamali kosullarda inkiibe edilmis ve
takiben “Hidroksamat Yontemi” ile enzim liretimi kantitatif olarak belirlenmistir. Bu
amacla pozitif kontrol olarak Maysa Gida’dan temin edilen ticari transglutaminaz
enzimi kullanilmistir. Hidroksamat miktarinin absorbans degisimine gore
hesaplanmast i¢in L-glutamik asit y-monohidroksimat standart grafigi ¢izilmis ve
farkli konsantrasyonlarda (mmol/L) L-glutamik asit y-monohidroksimata karsilik

gelen absorbans degerleri Sekil 4.3°de verilmistir.

14
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Derisim L-Glutamik asit monohidroksamat (mmol/L)

Sekil 4.3. L-glutamik asit y-monohidroksimat standart grafigi

Pozitif kontrol ile yapilan uygulamada (Sekil 4.4) kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir absorbans farki gozlenmisken (p<0,05), diger bakterilerde 6rnek grubu
ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir absorbans farki (p>0,05)

gbzlenmemistir.

e ———————————y

P e e | ehr——

Sekil 4.4. Hidroksamat yontemi pozitif kontrol

58



FB-1 ortaminda iiretim elde edilememesi nedeni ile kalitatif analizde kullanilan
Nutrient Agar besiyerinde pozitif sonu¢ verdigi belirlenen izolatlar Nutrient Broth
besiyerinde de gelistirilmis ve Hidroksamat Yontemi uygulanmistir. Ancak bu kiiltiir
ortaminda da istatistiksel olarak anlamli olan bir absorbans farki gézlenmemistir. Bu
durum bakterinin sivi besiyerinde uygun miktarda enzim iiretemedigi seklinde
yorumlanmigtir. Bu bakteriler ile yapilacak ileri ¢aligmalar i¢in Oncelikle enzim
iiretimi i¢in uygun besiyeri tasarimi ile optimizasyonunun yapilmasi ve ikinci bir
strateji olarak da transglutaminaza ait gen boélgelerinin tespit edilerek uygun
restriksiyon kesim bolgeleri igeren ileri geri primerler tasarlanarak Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR, Polimerase Chain Reaction) ile cogaltilmasi ve plasmid ile

transformasyonla E.coli BL21’e aktarilmasi planlanmistir.

Pasternack ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda yiiriitiilen bir calismada
Streptoverticillium  mobaraense tarafindan transglutaminaz enziminin pro-
transglutaminaz formunda sentezlendigi raporlanmig ve kimotripsin, tripsin gibi bazi
proteazlarin enzimin aktiflesmesinde rol aldig1 belirtilmistir (Pasternack et al., 1998).
Zhang ve arkadaglari tarafindan Streptomyces hygroscopicus ile yiiriitillen ¢aligmada
endojen serin ve metalloproteazlarin transglutaminaz aktivasyon siirecinde rol
oynadigi belirtilmistir (Zhang et al., 2008). Zotzel ve arkadaslari tarafindan
Streptomyces mobaraensis ile ylriitilen calismada mikrobiyal transglutaminaz
enziminin hiicre biiylimesi evresinde degil de farklilagma sirasinda salgilanarak

aktivite gosterdigi belirlenmistir (Zotzel et al., 2003).

4.2.2. Levansukraz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Biyoinformatik tarama sonuclarinda 2 izolatin (Micromonospora sp. KC721,
Micromonospora sp. KC213) levansukraz enzim iiretim genine sahip oldugu
gozlenmis ancak taramada negatif sonug¢ veren suslarda enzimi kodlayan gen
bolgelerinin tamamini aynt genom parcasinda icermemesi ihtimali goz Oniinde
bulundurularak tiim izolatlar modifiye edilmis Sukroz Agar’a nokta ekim yontemiyle
ekilerek mukoid yap1 olusturma fenotipi test edilmistir. Inkiibasyon sonunda gelisen

koloniler incelenmesinde mukoid (yapiskan) yapili koloni olusumu gézlenmemistir.

Kat1 besiyerinde mukoid (yapiskan) yapili koloni olusumu tespit edilememsi
nedeni ile izolatlar 20 mL’lik FB-3 besiyeri ortaminda da gelistirilerek “3.2.4.3.
Levansukraz Aktivitesinin Belirlenmesi” kisminda anlatilan Dinitrosalisilik Asit

Yontemi de (DNS yoOntemi) tarama deneyi olarak uygulanmigtir. Uygulanan DNS
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yontemi sonucunda da kontrol grubu ile 6rnek grubu arasinda istatistiki olarak
belirgin bir absorbans farki goézlenmemis (p >0,05) ve higbir izolat mikrobiyal
levansukraz {ireticisi olarak secilememistir. Bakteri izolatlarinin ilgili geni
icermesine ragmen, test edilen ortam ve sartlarda ifade edemedigi sonucuna

varilmistir.

4.2.3. p-Galaktozidaz Enzimi Uretiminin Belirlenmesi

Enzim tretim genine sahip bakterilerin; ilgili geni ifade etme durumlar
Anonim (2005) tarafindan bildirilen ONPG testi uygulanarak taranmis ve test
sonunda tiiplerde daha yogun sari renk olusturan, farkli tiire sahip olan ve
besiyerinde daha hizli gelisim gosteren 17 izolat B-Galaktozidaz iireticisi olarak
secilmistir. Secilen B-Galaktozidaz Aktivitesine sahip 17 izolatin en yakin akraba Tip
tiirleri ile biyoinformatik rarama sonuglar1 Tablo 4.2°te verilmistir.

Tablo 4.2. B-Galaktozidaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesi sonucu segilen bakteriler ve
biyoinformatik tarama sonuglari

izolat B-Galaktozidaz Geni
Saccharopolyspora sp. SK548 +

Streptomyces sp. 3K401 +
Jiangella sp. 5K138 +
Jiangella sp. KC603 -
Jiangella sp. 8K307
Nonomuraea sp.6K102
Micromonospora sp.15K316
Streptomyces sp. 8K301
Micromonospora sp. KC213
Micromonospora sp. KC606
Nocardioide sp. KC13
Plantactinospora sp. KC728 -

+ o+ + + o+ o+ o+

Streptomyces sp. 13K301
Nonomuraea sp. KC333

+ + +

Streptomyces sp. 10K307
Streptomyces sp.6K502 -
Micromonospora sp. KC721 +

+: B-Galaktozidaz geni var; -: B-Galaktozidaz geni yok

Yapilan kalitatif analiz sonucunda B-Galaktozidaz {ireticisi olarak segilen 17
izolatin genom analiz sonuglarinda 3 tanesinin {iiretim genine sahip olmadigi
saptanamamis ve bu durum ilgili bakterilerin parcali genom verisine sahip olmast ile

iliskilendirilmistir. Bu izolatlarin enzimi kodlayan gen boélgelerinin tamamini ayn
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genom pargasinda igermediklerinden biyoinformatik taramalarda negatif sonuglar
vermig olabilecekleri tahmin edilmektedir. Bu risk géz Oniine alinarak ¢alismada
biyoinformatik taramada negatif sonu¢ veren suslar da enzim iiretim testlerine dahil
edilmiglerdir. ONPG test sonucu pozitif olarak secilen 17 bakteriye ait analiz sonug

gorlinlimlerine ait fotograflara Sekil 4.5°de yer verilmistir.

[l

o e

13K301 KC333 10K307 6K502 KC721 )

Sekil 4.5. B-Galaktozidaz aktivitesinin kalitatif belirlenmesi
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Diger bakterilere ait ONPG test sonucu deney tiiplerinin goriiniimlerine ait

fotograflara EK.2’de yer verilmistir.

Literatiirde daha Once yapilan bir ¢aligmada da toprak bakterilerinin -
Galaktozidaz {irettigi goOsterilmistir. Fiss ve Brooks tarafindan yiiriitilen bu
calismada; Nocardia, Rhodoccus, Streptomyces ve Mycobacterium tiirlerinde [-
Galaktozidaz aktivitesi varligi kati besiyerinde incelenmistir. Caligma sonunda
incelenen 25 Nocardia spp. ve 4 Streptomyces spp.’nin tiimiinlin B-Galaktozidaz
pozitif; 13 Mycobacterium tiiriinden 1 tanesinin pozitif; 40 Rhodococcus tiiriinden ise

1 tanesinin pozitif olarak gozlendigi raporlanmistir (Fiss and Brooks, 1991).

B-Galaktozidaz enzim aktivitesi ile spesifik aktivitenin hesaplanmasi icin kalitatif
analizde belirlenen 17 bakteri arasindan digerlerine gore besiyerinde hizli gelisip
nispeten yiiksek aktivite gosteren Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. 8K307 ve
Jiangella sp. KC603 bakterileri secilmis ve FB-2 ortaminda gelistirilmistir.
Calismada pozitif kontrol olarak Maysa Gida’dan temin edilen ticari beta
galaktozidaz enzimi kullanilmistir. Analizde reaksiyon sonunda olusan 2-nitrofenol
miktarinin absorbans degisimine gore hesaplanmasi i¢in Sekil 4.6’de verilen, farkli
konsantrasyonlarda (mmol/L) o-nitrofenole karsilik gelen absorbans degerlerini

iceren o-nitrofenol standart grafigi cizilmistir.
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Sekil 4.6. O-nitrofenol standart grafigi

Spesifik aktivitenin hesaplanmasi i¢in enzim ekstraklarinin protein miktarinin
belirlenmesinde kullanilan, farkli konsantrasyonlarda hazirlanan BSA ¢ozelitilerinin

595 nm’de olgiilen absorbanslarina karsi olusturulan standart grafik de Sekil 4.7°da

verilmistir.
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Sekil 4.7. Bradford yontemi ile elde edilen protein standart grafigi

Secilen bakterilere ait; kismi saflagtirma Oncesi ve sonrasindaki enzim

aktivitesi, toplam protein, spesifik aktivite, verim ve saflastirma katsayis1 degerleri

Tablo 4.3’de; aktivite tayininde gdzlenen renk degisimine Ornek Streptomyces sp.

3K401 e ait fotograf da Sekil 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Segilen bakterilerin kismu saflastirma oncesi ve sonrasi -galaktozidaz enzim aktivitesi,
toplam protein igerigi, spesifik aktivitesi, verimi ve saflastirma katsayisi

. - Toplam Spesifik .
izolat gﬁf'lunllnu* ?ll;/t:;;f; Protein Aktivite V(?,;l;n S;‘(t;?::r:;:a
(mg/mL) (U/mg protein) ° y
Streptomyces  Ham 0.975£0,004 03490000  2,794+0,012 100 1,00:£0,000
sp. 3K401 Kismisaf  0,773£0,022  02185:0,001  3,588+0,070 7928  1294x0,014
Jiangellasp.  Ham 0365£0,009  0320£0,003  1,145£0,006 100 1,00:£0,000
8K307 Kismi saf 0,225+0,035  0,199+0,007 1,3200,090 61,60 1,162+0,012
Jiangellasp.  Ham 0306£0,008  0,259+0,007  1,181+0,007 100 1,00:£0,000
KC603 Kismisaf  0,1200002  0,092+0,012  1.262+0,020 3921 1,073+0,007

*: Fermentasyon ortamindan elde edilen enzim ¢dzeltisi slipernatant ham; diyaliz iglemi sonras1 elde
edilen enzim ¢dzeltisi kismi saf olarak adlandirilmastir.

—

—

Ornek Grubu

Kontrol Grubu

Sekil 4.8. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi
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Calismada B-Galaktozidaz enzimi, Streptomyces sp. 3K401 izolatinda %79,28
verimle 1,294 kat; Jiangella sp. 8K307 izolatinda %61,60 verimle 1,162 kat;
Jiangella sp. KC603 izolatinda da 939,21 verimle 1,073 kat saflastirilmistir.
Saflagtirma sonrasi tiim bakterilerde toplam enzim aktivitesinde diislis olmus, ancak

spesifik aktivitesinde artis gozlenmistir. Bu sonug genel bilgiler ile uyumludur.

Literatiirde Ozarslan (2018) tarafindan K. marxianus kullamlarak elde edilen p-
galaktozidazin sirasiyla iyon degisim ve afinite kromatografisi ile saflagtirma
islemleri sonrasinda %87,77 verimle 6,27 kat saflastirildigi; De-Macias et al. (1983b)
tarafindan Lactabacillus murinus [-galaktozidazinin ultrajel ACA 34, DEAE-
Sephadex A-50 ve afinite kromatografisi yoOntemleriyle 292 kat saflagtirildigy;
Fujimura et al. (2003) tarafindan da K. /actis’den izole edilen B-galaktozidazin jel
filtrasyon ile %72 verimle 2 kat saflastirildigi belirtilmistir. Hem literatiirler arasi
hem de literatiir ile bizim Orneklerimiz arasindaki saflagtirma farklarinin 6zellikle

kullanilan saflagtirma yonteminin farkliligindan kaynaklandigi sdylenebilir.

2013 yilinda yapilan bir calismada S. thermophilus’dan B-galaktozidaz
eldesinde amonyum siilfat c¢oktlirmesi, diyaliz, jel filrasyon kromatografisi ile
Sephadex G-100 teknikleri kullanilarak 1,13 kat saflagtirma yapildig1 ve en yliksek
enzim aktivitesi 7,76 U/mL oldugu raporlanmistir (Princely et al., 2013). Chanalia et
al. (2018) tarafindan da Pediococcus acidilactici ile yiiriitiillen ¢calismada; saflastirma
basamaklarina amonyum stilfat ¢oktlirmesi sonrast Sephadex G-100 ve Q-Sepharose
yontemleri sonrasinda 3,06 kat saflastirma elde edildigi ve enzimin spesifik
aktivitesinin 0,883 U/mg oldugu belirtilmistir. Yine Kili¢ vd. (2014) tarafindan da 39
Lactobacillus ve 3 Bifidobacterium cinsine ait bakteri ile yiiriitiillen ¢alismada; L.
fermentum ZYNI17 (2,468 U/mg), L. casei LB65 (1,116 U/mg), L. rhamnosus GD11
(1,034 U/mg) ve L. acidophilus BAZ36 (0,947 U/mg) ile B. breve A26 (0,726 U/mg)
suslarinin  yiiksek spesifik aktivite yetenegine sahip olduklar1 belirtilmistir.
Calismada elde edilen spesifik aktivite degerlerinin Chanalia et al. (2018) ve Kilig
vd. (2014) tarafindan elde edilenlerden daha yiiksek oldugu sdylenebilmektedir. Bu
sonugtan hareketle tez kapsaminda diyaliz ile kismi saflastirilan enzim ¢ozeltilerinin
iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri ile saflastirilmasi ile ilgili

yeni ¢aligmalarin yapilmasi planlanmaistir.
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4.3. Enzimlerin Kismi Karakterizasyonu
Kismi saflagtirilan B-galaktozidaz enziminin karakterizasyonunda optimum
sicaklik ve pH, sicaklik ve pH’nin stabilite iizerine etkisi belirlenmis. SDS-PAGE ile

molekiil agirligi tespit edilmistir.

4.3.1. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Secilen 3 bakteri tarafindan {iiretilen ve kismi saflastirilan f-galaktozidazin
aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi amaciyla 30, 40, 50, 60, 70°C
degerlerinde aktiviteleri belirlenmistir. Streptomyces sp. 3K401 tarafindan iiretilen
kismi saflastirilmis B-galaktozidaz enzim c¢dzeltisinin en iyi c¢alisma sicakliginin

40°C oldugu gozlenmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enziminin aktivitesi izerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Enzim Aktivitesi (U/mL)*
30 0,773 +0,023¢
40 1,355+0,077*
50 1,230+0,000°
60 0,512+0,003¢
70 0,395+0,005°¢

*: Aym sutunda farkli harfle (a,b,c,d,e) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Istatistiksel degerlendirmede farkli sicaklik degerlerinde hesaplanan enzim
aktivitelerinin ortalamalari tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilastirilmis ve
test edilen sicaklik degerlerinin istatistiksel olarak anlamli farka (p<0,05) sahip
oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢oklu karsilastirma testi (Duncan) sonucunda, anlamli
farkin tim sicaklik degerleri arasinda oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.9°de verilen
Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin 40°C’de diger sicakliklara

gore aktivite farki belirgin sekilde goriilmektedir.

1,5
1
0,5
o B 1
30 40 50 60

70

Enzim Aktivitesi (U/ml)1

Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidazinin farkli sicakliklardaki aktivitesi
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Enzim ¢6zeltisinin farkli sicaklik degerlerinde stabilite ¢alismalari i¢in yiiksek
aktivite gosterdigi 3 sicaklik segilerek (30, 40 ve 50°C) termal stabilitesi belirlenmis

ve elde edilen sonuglar Sekil 4.10°da verilmistir.

Enzim Aktivitesi
(U/ml)
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Sekil 4.10. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim stabilitesi {izerine sicakligin etkisi

30°C sicaklikta; 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin (0,63140,002)
baslangi¢ aktivitesine (0,773%£0,02267) kiyasla %81,63 korundugu; baslangic
degerine gore enzim ¢ozeltisinin aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli farkin 120.
dakikada oldugu gézlenmistir (p<0,05). 40°C sicaklikta 150 dakika sonunda enzim
aktivitesinin (0,075+0,042) baslangi¢ aktivitesine (1,3554+0,077) kiyasla ancak
%035,54 oraninda korundugu; 50°C’de 150 dakika sonunda ise enzim aktivitesinin
(0,0258+0,008) baslangic aktivitesine kiyasla (1,230+0,000) ancak %2,1 oraninda
korundugu gozlenmistir. 40 ve 50°C sicakliklarin her ikisinde de 30 dakika sonunda
enzim ¢Ozeltisinin aktivitesinde istatistiksel olarak Onemli bir diisiis gézlenmistir
(p<0,05). Bu baglamda enzimin 30°C’de 40 ve 50°C sicaklik degerlerine kiyasla
daha stabil kaldig1 dolayisiyla endistriyel kullanimda bu durumun go6zoniinde

bulundurulmasinin gerekli oldugu yorumunda bulunulmustur.

Kismi saflagtirilmis Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin en

iyi ¢calisma sicakligiin 50°C oldugu belirlenmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Jiangella sp. 8K307 B-Galaktozidaz enziminin aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Enzim Aktivitesi (U/mL)*
30 0,225+0,035*
40 0,231+0,014*
50 0,254+0,012*
60 0,235+0,009*
70 0,202+0,018*

*: Aym sutunda farkli harfle (a,b) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
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Sekil 4.11°da goriilen en yiiksek aktivite degerinin yapilan istatistiksel
degerlendirmede farkl sicaklik degerlerinde hesaplanan enzim aktivite degerlerinden

istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip olmadigi belirlenmistir (p>0,05).
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Sekil 4.11. Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Test edilen sicakliklarda enzim aktivitesi agisindan istatistiksel olarak fark
bulunmamakla birlikte gergeklesen deger olarak en yiiksek aktivite veren 40, 50 ve

60°C sicakliklarda termal stabilitesi belirlenmis ve sonuclari Sekil 4.12°de yer

almaktadir.
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Sekil 4.12. Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enziminin stabilitesi tizerine sicakligin etkisi

Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enziminin 40°C’de 150 dakika muamele
sonundaki enzim aktivitesinin (0,202+0,017) baslangi¢ aktivitesine (0,2305+,0014)
gore %87,63’linlin korundugu ve uygulanan siireler sonundaki aktiviteler arasinda da
istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi (p>0,05) gozlenmistir. Yine 150 dakika
50°C sicaklik uygulamasi sonundaki enzim aktivitesinin (0,07+0,007) baslangi¢
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aktivitesine (0,2390+0,012) kiyasla 9%29,28’inin; 60°C uygulamasi sonunda
(0,059+0,000) baslangic aktivitesine (0,2345+0,009) kiyasla %25,16’sinin
korundugu saptanmistir. 50 ve 60°C’de 60 dakika sonunda enzim c¢ozeltisinin
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmistir (p<<0,05). Bu sonuglar
enzimin 40°C’de 50 ve 60°C sicaklik degerlerine kiyasla daha stabil kaldig1 seklinde

yorumlanmastir.

Jiangella sp. KC603 tarafindan iiretilen kismi saflastirilmis -galaktozidaz
enzim ¢ozeltisinin 50°C en yiiksek aktivite gosterdigi saptanmis ve elde edilen diger

sonuclar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6. Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enziminin aktivitesi tizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Enzim Aktivitesi (U/mL)*
30 0,120+0,002°¢
40 0,117+0,002¢
50 0,304+0,007*
60 0,258+0,002°
70 0,083+0,019¢

*: Aymi sutunda farkli harfle (a,b,c,d) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Sekil 4.13’de farkli sicakliklardaki aktivite farklari gorsel olarak sunulan
Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin farkli sicaklik degerlerinde
enzim aktivitesinin istatistiksel olarak énemli derecede etkilendigi (p<0,05) ve test
edilen sicaklik degerlerinden 30°C ile 40°C arasinda anlamli bir fark goriilmezken

(p>0,05) diger sicaklik degerlerindeki enzim aktivitelerinin birbirinden farkli oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 4.13. Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi
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Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin diger sicakliklardan
onemli diizeyde yiiksek aktiviteye sahip oldugu 50 ve 60°C ile 40°C sicakliktaki

termal stabilitesi belirlenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.14’de sunulmustur.
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Sekil 4.14. Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enziminin stabilitesi lizerine sicakligin etkisi

B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin 40°C’de 150 dakika sonundaki aktivitesinin
(0,083+0,011) baslangi¢c aktivitesinin (0,117 +0,002) %70,94’i oldugu ve bu
sicaklikta uygulama siirelerinin enzim ¢ozeltisinin aktivitesi iizerine 6nemli bir fark
olusturmadigr (p>0,05) gozlenmistir. 50°C sicaklik uygulamasinda 150 dakika
sonundaki aktivitenin (0,125+0,02) baslangi¢ aktivitesinin (0,304+0,007) %41,18°1;
60°C 150 dakika sicaklik uygulamast sonunda elde edilen aktivitenin de
(0,098+0,02) baslangi¢ aktivitesinin (0,258+0,002) %37,98u oldugu saptanmustir.

50 ve 60°C’de 30 dakika uygulama sonunda enzim ¢dzeltisinin aktivitesinde
baslangic degerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmistir (p<0,05). Bu
sonug¢ enzimin 40°C’de, 50 ve 60°C sicaklik degerlerine kiyasla daha stabil oldugunu
gostermistir.

Bu sonuglar B-galaktozidaz enziminin farkli sicaklik uygulamalarinda elde
edildigi kaynak bakteriye gore hem aktivitesinin hem de stabilitesinin degistigine
isaret etmektedir. Enzim aktivitelerindeki sicakliga bagli olusan degisimler, enzim
proteininde meydana gelen konformasyonal degisimlere baglanabileceginden, test
edilen bakteriler tarafindan iiretilen enzimlerin konformasyonel yapilarinin da farklh
olabilecegi sdylenebilecektir. Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. KC603 ve
Jiangella sp. 8K307 enzim ¢ozeltilerinin 60-70°C gibi yliksek sicaklik degerlerinde

de aktivite gostermesi nedeniyle; diisilk sicaklikta uzun siireli pastorizasyon
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proseslerinde de (63°C’de 30 dakika) aktif kalabilecegi sdylenebilecektir. Isil islem
sonras1 aktif olmasi istenilen durumlarda bu 6zellikteki enzimin pastorizasyon oncesi
ortama ilave edilebilmesi 6nemli bir avantaj olarak degerlendirilmektedir. Elde
edilen enzimlerin sicakliga dayanim ozellikleri, literatiirlerde toprak bakterileri igin

verilen degerlerle paralellik gostermektedir.

Literatiirde de farkli sicakliklarda optimum aktivite ve stabilite gosteren -
galaktozidaz enzimleri bildirilmektedir. Ornegin Collinge ve arkadaslari tarafindan
yiriitilen calismada Streptomyces coelicolor tarafindan iiretilen [B-galaktozidaz
enziminin optimum c¢alisma sicakliginin 65°C oldugu (0,0174 u mol/ mg/min) ve
70°C’de de aktivite gosterdigi raporlanmistir (Collinge et al., 1974). Nakao et al.
(1994) tarafindan da Saccharopolyspora rectivirgula’dan iiretilen ekstraseliilar -
galaktozidaz enzimin pH 7,2’de, 60°C’de ve 10 uM MnCl; varliginda 4 saat stabil
kaldig bildirilmistir.

4.3.2. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Uretilen 3 farkli bakteriye ait B-Galaktozidazlara ait optimum pH degerinin
belirlenmesi amactyla her birisinin pH 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 ve 9,0’da aktiviteleri
belirlenmistir. Kismi saflastirilmis Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim
cozeltisinin optimum c¢alisma pH’sinin 7,0 oldugu; pH 4,0 ve 5,0’de aktivite
gostermedigi saptanmistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enziminin aktivitesi tizerine pH’nin etkisi

pH Enzim Aktivitesi (U/mL)*
4,0 -

5,0 -

6,0 0,279+0,0134

7,0 0,969+0,004*

8,0 0,773+0,022°

9,0 0,486+0,004°

*: Ay sutunda farkli harfle (a,b,c,d) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Sekil 4.15°de verilen Streptomyces sp. 3K401 [-galaktozidaz enziminin
aktivite gosterdigi pH degerlerine ait grafikte, pH degerlerine ait aktivite diizeyleri
arasinda var oldugu goriilen farkin istatistiksel degerlendirmede Snemli oldugu
(p<0,05) belirlenmistir. Yapilan karsilagtirma testi sonucunda, tiim pH degerlerindeki

aktivitelerin birbirinden 6nemli diizeyde farkli oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.15. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim aktivitesi tizerine pH’nin etkisi

En yiiksek enzim aktivitesinin belirlendigi pH 7,0’nin bir alt ve bir {list pH

degerlerinde (pH 6,0, 7,0 ve 8,0) stabilite ¢calismalar1 gerceklestirilmis ve elde edilen
sonuglar Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enziminin stabilitesi {izerine pH’ nin etkisi

pH 6,0’da 150 dakika muamele sonunda belirlenen enzim aktivitesinin
(0,121+0,003) baslangi¢ aktivitesinin (0,279+0,001) %43,37’si oldugu; 30 dakika
sonunda enzim c¢ozeltisinin aktivitesindeki diislislin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gozlenmistir (p<0,05). pH 7,0’da 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin
(0,479 +0,014) baslangic aktivitesinin (0,968 +0,077) %49,48’u oldugu; pH 8,0’da
150 dakika sonunda enzim aktivitesinin (0,631 +0,003) baslangi¢ aktivitesine kiyasla
(0,773+0,022) %81,6 oraninda korundugu goézlenmistir. pH 7,0’da 30 dakika
sonunda enzim ¢Ozeltisinin aktivisindeki diislis istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0,05). pH 8,0’da ise 30 dakika sonunda enzim ¢dozeltisinin
aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml bir fark olusmadig1 (pH>0,05); baslangic ve

60 dakika arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir (p<0,05).
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Jiangella sp. 8K307 bakterisi tarafindan iiretilen kismi saflastirilmis -
galaktozidaz enzim ¢dzeltisinin optimum ¢alisma pH’sinin 7,0 oldugu ve 4,0- 9,0 pH
arasinda aktivite goOsterebildigi belirlenmis; aktivite diizeyleri Tablo 4.8’da

verilmistir.

Farkli pH degerlerinde gosterilen enzim aktiviteleri arasinda onemli fark
bulundugu (p<0,05); optimum pH degeri olarak belirlenen pH 7,0’de gbézlenen enzim
aktivitesinin bunu takip eden 6,0 ve 8,0 degerlerinden 6nemli diizeyde yiiksek oldugu
saptanmistir (p<0,05). Sekil 4.17°da bu farkin gorsel olarak da belirgin sekilde
farkedildigi goriilmektedir.

Tablo 4.8. Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enziminin aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

pH Enzim Aktivitesi (U/mL)*
4,0 0,188+0,030°
5,0 0,196+0,017°
6,0 0,225 +0,030°
7,0 0,334+0,006*
8.0 0,225+0,035°
9,0 0,203 +£0,009°

*: Aym sutunda farkli harfle (a,b) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

4 5 6 pH 7 8 9

Sekil 4.17. Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisi
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Jiangella sp. 8K307 bakterisi tarafindan iiretilen kismi saflastirilmis -
galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin stabilite ¢alismalarinda en yiisek degeri veren pH 7,0
ile bunu takip eden pH 6,0 ve 8,0 ortamlarinda tutulma siiresinin enzim stabilitesine

etkisi saptanmis ve Sekil 4.18”de sunulmustur.
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Sekil 4.18. Jiangella sp. 8K307 B-galaktozidaz enziminin stabilitesi iizerine pH’nin etkisi

pH 6,0’da 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin (0,16+£0,014) baslangi¢
aktivitesinin (0,225 +0,03) %71,1’1 oldugu; baslangic ile 120 dakika muameleye
kadar ol¢iilen enzim aktiviteleri arasinda anlamli bir fark olmadigi (p>0,05); 150
dakika muamele sonunda belirlenen enzim aktivitesinin ise baslangi¢c degerinden
istatistiksel olarak farkli oldugu belirlenmistir (p<0,05). pH 7,0’da 150 dakika
sonunda belirlenen enzim aktivitesinin (0,165+0,03) baslangic aktivitesinin
(0,334+0,006) %49,41i oldugu; baslangic ile 30 ve 60 dakikada Ol¢iilen enzim
aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) baslangi¢
ile 120 dakika arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu gozlenmistir
(p<0,05). pH 8,0°da 150 dakika sonunda enzim aktivitesinin (0,042+0,005) baslangi¢
aktivitesinin (0,225+0,035) %18,89’u oldugu goriilmiis ve benzer sekilde baslangi¢
aktivitesi ile 120 dakika arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p<0,05).

Jiangella sp. KC603 tarafindan iiretilen kismi saflagtirllmig p-galaktozidaz
enzim c¢Ozeltisinin optimum c¢alisma pH’st pH 9,0 olarak saptanmis, farkli pH

degerlerinde elde edilen aktivite diizeyleri Tablo 4.9’da verilmistir.

Tablo 4.9. Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enziminin aktivitesi lizerine pH’nin etkisi

pH Enzim Aktivitesi (U/mL)*
4,0 0,072+0,0004
5,0 0,109+0,043¢
6,0 0,130+0,014°
7,0 0,112+0,004°
8,0 0,120+0,002°
9,0 0,220 +0,050®

*: Ay sutunda farkli harfle (a,b,c,d) isaretli ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).
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Farkli pH degerlerinde belirlenen enzim aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak
onemli diizeyde fark bulundugu saptanmis ve yapilan karsilastirma testi sonucunda
pH 9,0°da gbzlenen enzim aktivitesinin hem gercek deger olarak (Sekil 4.19) hem de
istatistiksel olarak diger pH degerlerinde belirlenenlerden onemli diizeyde farkli

(p<0,05) oldugu gbzlenmistir.
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Sekil 4.19. Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enzim aktivitesi iizerine pH nin etkisi
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Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enziminin termal stabilitesi, maksimum
aktivite belirlenen pH 9,0 ile bunun bir alt ve bir iist pH degerlerinde (8,0 ve 10,0
pH) belirlenmis ve 8,0, 9,0, 10,0 pH degerlerinde siireye bagl aktivite degisimi Sekil
4.20’da verilmistir.
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Sekil 4.20. pH’ nin Jiangella sp. KC603 enzim ¢ozeltisinde enzim stabilitesi lizerine etkisi

pH 8,0°’da 150 dakika sonunda belirlenen B-galaktozidaz enzim aktivitesinin
(0,083+0,011) baslangi¢ aktivitesinin (0,120+0,002) %69,17’si oldugu; baslangig ile
30, 60 ve 120 dakika muamele sonunda 6Slgiilen enzim aktiviteleri arasinda anlamli
bir fark olmadig1 (p>0,05); 150 dakika bekletilen enzim ¢dzeltisinin aktivitesinin ise

baslangic ile istatistiksel olarak farkli oldugu saptanmistir (p<0,05). pH 9,0’da 150

74



dakika sonunda saptanan enzim aktivitesinin (0,133+0,007) baslangic aktivitesinin
(0,22+0,05) %60,45’1 oldugu; baslangic ile 30 dakika muamele sonrasi Slgiilen
enzim aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmazken (p>0,05)
baslangi¢ ile 60 dakika muamele sonrasi deger ile arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05). pH 10,0’da da 150 dakika muamele
sonunda saptanan enzim aktivitesinin (0,130+0,009) baslangi¢ enzim aktivitesinin
(0,179+0,004) %72,62’si oldugu ve baslangic aktivitesi ile 60 dakika muamele
sonrast Olgiilen deger arasindaki farkin Onemli diizeyde oldugu (p<0,05)

belirlenmistir.

Farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen B-galaktozidaz enziminin optimum
pH degerleri calismada oldugu gibi literatirde de Dbirbirinden farklilik
gostermektedir. B-galaktozidaz enzimin optimum ¢aligma pH’s1; Tanaka et al. (1975)
tarafindan A4.oryzae’dan elde edilen enzim i¢in 4,5 pH, L. helveticus dan elde edilen
enzim i¢in 6,5 pH olarak belirlenirken; De-Macias et al. (1983a) tarafindan Str.
thermophilus B-galaktozidazinin 7,2 pH (Princely et al., 2013); Oluwaniyi et al.,
(2016) tarafindan da K. lactis’ten elde edilen enzimin optimumunun 6,5 pH oldugu
raporlanmistir. 2009 yilinda Hildebrant ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen ¢alismada
Artrobacter sp. 32c¢’den izole edilen -galaktozidaz enziminin pH 6,5’te maksimum
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Maity ve arkadaslar1 tarafindan da toprak
orneklerinden izole edilen bakterilerin optimum pH 7,0’da calistig1r belirtilmistir
(Maity et al., 2013). Artrobacter sp. 32cB’deki B-galaktozidaz iiretim geninin E.
coli’ye klonlanmasiyla elde edilen enzimin maksimum aktivitesinin pH 8,0’da

goriildiigi bildirilmistir (Pawlak-Szukalska et al., 2014).

Streptomyces sp. 3K401 Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 enzim
cozeltilerinin igme siiti (pH 6,4-6,8) proseslerinde kullanilabilecegi; ek olarak,
Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 enzim ¢ozeltilerinin peynir alti suyunun
(pH 4,3-4,6) degerlendirilmesinde de kullanilabilecegi diisliniilmektedir.

4.4. Enzimlerin Molekiiler Agirhiklarinin Belirlenmesi

Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603
izolatlarindan elde edilerek diyaliz ile kismi saflastirilan B-galaktozidaz enzimleri ile
Maysa Gida’dan temin edilen ticari Maylactase enzimine Sodyum Dodesil Siilfat Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) uygulanarak (Laemmli, 1970) belirlenen elektroforez jel
bantlar1 Sekil 4.21°de verilmistir.
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Ticari Enzim, Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. KC603 ve Jiangella sp.
8K307 enzim c¢ozeltilerinin benzer sekilde birden fazla protein bantlar1 verdikleri
belirlenmistir. Marker ile karsilastirildiginda; Jiangella sp. 8K307’de gdzlenen
protein bantlarinin 70, 100 ve 150 kDa bolgesindeki bantlara denk geldigi ve 150
kDa bolgesindeki protein bandinin daha yogun bulundugu goériilmektedir. Jiangella
sp. KC603’de 100-120 kDa bolgesindeki bantlarla eslestigi goriilen oldukga silik
bantlar elde edilmis ve bu durum ¢ozeltideki enzim konsantrasyonunun diisiik
olmasina baglanmistir. Enzim ¢ozeltileri arasinda en belirgin bantlara Streptomyces
sp. 3K401’in sahip oldugu ve Jiangella sp. KC603 ile Jiangella sp. 8K307’ye benzer
sekilde 100 ve 150 kDa araliginda protein bantlar1 verdigi goriilmekle birlikte; 40-50
kDa araliginda da belirgin bantlara sahip oldugu gézlenmistir.

Ticari Protein 3K401 KCs03 SK307Marker Proteini

Sekil. 4.21. Kismi saflastirilmis B-galaktozidaz drneklerinin SDS-PAGE profili

SDS-PAGE jel goriintiisiinde her bir enzim ¢ozeltisine ait birden fazla bant
gozlenmesi, kismi saflagtirllmis enzim ¢ozeltisinde enzim disinda protein
fraksiyonlarini da icerdigine isaret etmektedir. Jiangella sp. KC603 ve Jiangella sp.
8K307 enzim c¢ozeltilerinde belirgin ve keskin protein bantlarinin goriilmemesi,

cozetlideki enzim konsantrasyonunun diisiik olmasina baglanmistir.

Uyanik (2008) tarafindan iyon degisim kromatografileri ile saflastirilan
Kluyveromyces lactis NRRL-Y-1140 B-galaktozidaz enziminin protein bantlari

markerin 135 kDa agirligindaki bolgesinde belirgin olarak gozlenmistir. Ayrica
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calismaya benzer sekilde i¢ ice gegmis protein bantlar1 goriildiigii de eklenmistir
(Uyanik, 2008). Yine Duan et al. (2017) tarafindan da Bacillus circulans’tan E.
coli’ye klonlanarak {iretilen ekstraseliilar B-galaktozidaz enziminin molekil agirlig
tayininde jelde birden ¢ok protein bandi goriilmiis ve belirgin bandin 97,2 kDa

molekiil agirliginda oldugu bildirilmistir.

Chanalia et al. (2018) tarafindan amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi yontemleriyle saflagtirilan
Pediococcus acidilactici B-galaktozidaz enziminin 39,07 kDa molekiil agirligina ve

15,55 ve 19,58 kDa alt {initelere (heterodimer yapi) sahip oldugu bildirilmistir.

Saccharopolyspora rectivirgula bakteri izolatindan elde edilen termostabil -
galaktozidaz enziminin molekiil agirliginin 145 kDa oldugu (Nakao et al., 1994);
Arthrobacter sp. 32c’den E.coli ve Pichia pastoris’e klonlanarak iiretilen -
galaktozidaz enziminin molekiil agirligimin 110 kDa’un iistiinde oldugu (Hildebrandt
et al., 2009) ve Arthrobacter sp. 32 cB’den E. coli’ye klonlanarak firetilen [-
galaktozidaz enziminin 2 alt iiniteden olustugu ve yaklasik 257 kDa molekiil
agirhigina sahip oldugu (Pawlak-Szukalska et al., 2014) raporlanmistir. Tiim bu
literatiir verileri incelendiginde B-galaktozidaz enzimin elde edildigi kaynaga gore

farkli molekiil agirligina sahip olabilecegini gdstermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez c¢aligmasi kapsaminda, Saygin (2019) tarafindan farkli bolgeler ve farkl
kosullara sahip topraklardan izole edilerek stoklanan bakterilerin; endiistriyel alanda
talep goren ve kullanimi fazla olan transglutaminaz, B-galaktozidaz ve levansukraz
enzimi {iretim yetenekleri aragtirilarak enzim aktivitesinin belirlenmesi c¢aligmalar
yiriitiilmiistiir. Elde edilen enzimlerin ultrafiltrasyon, amonyum stilfat ¢oktiirmesi ve
diyaliz ile kismi saflagtirilmasi gerceklestirilmis, enzim aktivitesi ve stabilitesi
iizerine sicaklik, pH gibi faktorlerin etkisi belirlenmigtir. Kismi saflagtirilan
enzimlerin SDS-PAGE ile molekiil agirligi belirlenmeye c¢alisiimistir. Calismada

elde edilen sonuglar ile dneriler asagida 6zetlenmistir.

1) Col, kirag topraklar ile tatli su ve deniz sedimentleri 6rneklerinden izole edilen ve
tiim genom verisi bulunan 42 aktinobakteri izolatlarinin biyoinformatik taramasi
sonucunda; transglutaminaz enzimi iiretim genine tiimiiniin, -galaktozidaz liretim
genine 35’inin ve levansukraz liretim genine 2’sinin sahip oldugu belirlenmistir.

2) Transglutaminazin enzim iretim yeteneginin belirlenmesi amaciyla kati
besiyerinde yiiriitiilen kalitatif taramada diger izolatlara kiyasla daha yogun
kahverengi renk olusumu gozlenen ve daha hizli gelisen Streptomyces sp.,
Pseudonocardia sp., Actinomadura sp., Jiangella sp., Kribella sp., Actinocorallia
sp., Nonomuraea sp., Pseudonocardia sp. cinslerine ait 9 bakteri izolati; B-
galaktozidaz enzim {iretim yeteneginin belirlenmesi amaciyla kontrol grubuna
kiyasla yogun sar1 renk olusturan ve digerlerine kiyasla hizli gelisen Jiangella sp.,
Nonomuraea sp., Micromonospora sp., Streptomyces sp., Saccaropolyspora sp.
cinslerine ait 17 bakteri izolat1 ileriki caligmalar i¢in seg¢ilmistir.

3) Levansukraz enzim iiretim geninin ekspresyonunun incelendigi kati besiyerinde
gerceklestirilen calismada  pozitif sonu¢ veren 2  bakteri izolatina
(Micromonospora sp.) ek olarak, izolatlarin pargali genom verisine sahip olup
enzim kodlayan gen bolgelerinin tamaminin ayn1 genom parcasinda
bulunmayabilecegi diisiiniilerek biyoinformatik taramada negatif sonug veren tiim
izolatlar taranmis (S6z konusu durum diger enzimler i¢in de uygulanmistir), ancak
hicbir bakteride kat1 besiyerinde mukoid yap1 olusturma fenotipi gozlenmemistir.
Ayni izolatlarin levansukraz enzimi {iretimi i¢in tasarlanan sivi besiyerinde de

aktivite varlig1 taranmis, ancak hi¢birinde levansukraz {iretimi saptanmamustir.
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4) Transglutaminaz enzimi iiretimi i¢in se¢ilen 9 bakterinin iiretim i¢in tasarlanan
s1v1 besiyerinde ve sonradan karar verilerek kullanilan Nutrient Broth besiyerinde
enzim {Uretimi gozlenmemistir. Bu problemin ileriki ¢aligmalarda besiyeri
optimizasyonu ve ilgili gen bolgesinin E.coli’de ekspresyonu ile asilmasi
planlanmuistir.

5) B-galaktozidaz iiretimi igin secilen bakterilerin enzim iiretimi i¢in tasarlanan sivi
besiyerinde {iirettikleri enzim miktar1 da dikkate alinarak Streptomyces sp. 3K401,
Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 izolatlarinin enzim {iiretiminde
kullanilmasina karar verilmistir. Secilen izolatlarin ham enzim c¢ozeltilerinin
aktivite degerleri sirasiyla 0,975+0,004, 0,365+0,009, 0,306+0,008 U/ml olarak
belirlenmistir.

6) B-galaktozidaz enziminin kismi olarak saflastirilmasi i¢in amonyum siilfat
coktiirmesi (%60 doygunlukta), ultrafiltrasyon ve diyaliz islemleri uygulanmistir.
Streptomyces sp. 3K401 enzim c¢ozeltisinden 1,294+0,14 kat ve %79,28 verimle
saflagtirilmis 3,588+0,0007 U/mg protein spesifik aktivite degerine sahip [-
galaktozidaz; Jiangella sp. 8K307 enzim ¢o6zeltisinden 1,162+0,12 kat ve %61,6
verimle saflastirilmis 1,32+0,09 U/mg protein spesifik aktivite degerine sahip -
galaktozidaz; Jiangella sp. KC603 enzim c¢ozeltisinden de 1,073+0,007 kat ve
%39,21 verimle saflastirilmis 1,262+0,02 U/mg protein spesifik aktivite degerine
sahip B-galaktozidaz elde edilmistir.

7) Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin 40°C’de maksimum
aktivite gosterdigi (1,355+0,077 U/ml) ve 50°C’de 150 dk muamele sonunda
aktivitesinin %2,1’ini korudugu; Jiangella sp. 8K307 enzim ¢ozeltisinin 50°C’de
maksimum aktivite (0,2540+0,012 U/ml) gosterdigi ancak test edilen diger
sicaklik degerlerinde de belirgin bir diisiisiin gdzlenmedigi ve 60°C’de 150 dakika
muamele sonunda aktivitesinin %25,16’sm1 korudugu; Jiangella sp. KC603
enzim ¢ozeltisinin de maksimum aktiviteyi 50°C’de (0,304+0,007) gosterdigi ve
60°C’de 150 dakika muamele sonunda aktivitesinin %37,98’ini korudugu
saptanmuistir.

8) Streptomyces sp. 3K401 B-galaktozidaz enzim ¢dzeltisinin pH 7,0’de en yiiksek
aktivite (0,9685+0,004) ve pH 8,0’de en yiiksek stabiliteye; Jiangella sp. 8K307
B-galaktozidaz enzim ¢ozeltisinin pH 7,0’de en yiiksek aktive (0,334+0,006) ve
pH 6.0’ da en yiiksek stabiliteye; Jiangella sp. KC603 B-galaktozidaz enzim
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¢ozeltisinin pH 9,0°da en yliksek aktivite (0,220+0,05) ve pH 10’da en yiiksek
stabiliteye sahip oldugu belirlenmistir.

9) SDS-PAGE sonucunda enzim c¢ozeltilerinin kismi saflastirma uygulamasi
sebebiyle birden fazla protein bandina sahip oldugu ve ticari enzim ¢ozeltisi ile

benzer aralikta bantlar i¢erdigi gézlenmistir.

10) Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. KC603 ve Jiangella sp. 8K307 enzim
cozeltilerinin yiriitillen aktivite ¢aligmalarinda 60-70°C gibi yiiksek sicaklik
degerlerinde de aktivite gostermesi nedeniyle; diisiik sicaklik ile yapilan
pastorizasyon proseslerinde (63°C’de 30 dakika) aktif kalabilecegi; bu yontem
kullanilarak iiretilen ve enzim islevi istenilen iiriinlere 1s1l islem Oncesi de

katilabilecegi diisliniilmektedir.

11) Streptomyces sp. 3K401, Jiangella sp. 8K307 ve Jiangella sp. KC603 enzim
cozeltilerinin igme siti (pH 6,4-6,8) proseslerinde kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

12) Notr veya alkali pH’larda iyi ¢alisan bakteri f-galaktozidaz enzim ¢ozeltileri gida
dis1 uygulama alan1 olarak belirtilen farmakolojik uygulamalarda da

kullanilabilecektir.

Gergeklestirilen tez c¢alismasi ile elde edilen ve yukarida Ozetlenen
sonuclardan hareketle toprak bakterilerinin farkli alanlarda ve farkli proses
sartlarinda aktivite (sicaklik, pH vb.) gosterebilecek enzimlerin izolasyonu i¢in daha
genis olarak taranmasinin uygun olacagi, genetik modifiye edilmemis enzim kaynagi

mikroorganizma olarak potansiyel tagiyabilecegi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK.1. Transglutaminaz aktivitesinin kalitatif analiz ile belirlenmesine ait 6rnek
fotograflar ve secilen izolatlar

Petri Kutusu Ustten Goriiniim Petri Kutusu Alttan Goriinim

4) Actinomadura sp. TK534
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Petri Kutusu Ustten Goriiniim Petri Kutusu Alttan Goriinim

1) Streptomyces sp. 6K502
2) Micromonospora sp. KC606
3) Micromonospora sp. KC213
4) Nonomuraea sp. TK523
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Petri Kutusu Ustten Goriiniim Petri Kutusu Alttan Goriinim
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Petri Kutusu Ustten Goriiniim Petri Kutusu Alttan Goriinim
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EK.2. Beta galaktozidaz aktivitesinin kalitatif analiz ile belirlenmesine ait 6rnek
fotograflar

Al: Streptomyces sp. 16K401
AT7: Saccharopolyspora sp. S K418

AS: Streptomyces sp. 3K401

B2: Saccharopolyspora sp. 16K404
B3: Nonomuraea sp. 7K110

BS5: Streptomyces sp. 6K520

B6: Micromonospora sp. KC606
== BT: Micromonospora sp. KC213
wi B8: Micromonospora sp. 7K523

B9: Nonomuraea sp. KC201

C2: Streptomyces sp. 8K301

CS5: Jiangella sp. SK138

C6: Jiangella sp. 8K307

C8: Micromonospora sp15K316

C9: Jiangella sp. KC603
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D3: Saccharopolyspora sp16K309
D4: Kribella sp. 16K104

D5: Nocardioides sp. KC13

D7: Plantactinospora sp. KC728
D8: Nonomuraea sp. KC333

D9: Streptomyces sp. 13K301

E2: Streptomyces sp. 8K308
E4: Microbacterium sp. 5K110
E6: Nonomuraea sp. 6K102
E7: Streptomyces sp. 6K502
E9: Streptomyces sp. 10K307

E10: Micromonospora sp. KC721
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