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Bu ¢alismada, dort farkli Penicillium cinsi kif tiirtiniin hiicre dis1 proteaz enzim {iretimlerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda degerlendirilen kiifler P. brevicompactum, P.
chrysogenum, P. cavernicola, ve P. corylophilum tiirlerinden olusmaktadir. Calisma dncesinde
cografi isarete sahip geleneksel bir peynir olan Divle Obrugu Tulumundan izole edilen stok
kiltiirler kullanilmigtir. Suslar, malt extract agar besiyerinde 28 °C’de 5 giin aerobik olarak
canlandirilmis olup gelisen suslar peynir besiyerine inkiibe edilerek elde edilen siipernatant enzim
aktivitesi tayininde kullanilmigtir. Peynir besi ortamini igeren petri kaplarinda gelisen kiif tabakasi
altinda kalan s1vi1 kisim siipernatant olarak kullanilmistir. Kiiflerin enzim aktiviteleri belirlenirken
3 farkli parametre kullanilmis olup, bunlar pH, sicaklik ve siire’dir. Her parametre igin ti¢ farkli
deger degerlendirmeye tabi tutulmustur. Degerler pH 4.7, 5.0 ve 5.3; sicaklik 15, 20 ve 25 °C;
stire 7, 11 ve 14 giin olarak belirlenmistir. UV-VIS spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda
Ol¢iilen absorbans degerleri ile enzim aktivite sonuglar1 elde edilmistir. Suslarin optimum enzim
iretim kosullarin1 belirlemek i¢in farkli modeller denenmis ve ikinci dereceden polinom modelin
uygun oldugu degerlendirilmistir. Modelleme sonuglarimiza gore P. corylophilum harig
sicakligin enzim aktivitesi tizerinde anlaml bir etkisi bulunamamustir. P. corylophilum i¢in en
yiiksek enzim aktivitesi 15 °C’de 5.03 pH ve 12.1 giinde, 20 °C’de 5.03 pH ve 11.3 giinde ve 25
°C’de 5.03 pH ve 10.6 giinde seklinde bulunmustur.

Elde edilen bu veriler tezin tamamlanmasi sonrasinda uzun vadede gergeklestirilecek diger
calismalar ile ekstrakte enzimin mikrobiyal enzim kaynagi olarak peynir iiretiminde kullanilan
rennet enzimine alternatif olarak kullanilabilirliginin belirlenmesinde yardimci olacaktir.
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Anahtar Kelimeler: proteaz, enzim aktivitesi, matematiksel modelleme, Penicillium
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ABSTRACT

M. Sc. Thesis

OPTIMIZATION OF EXTRACELLULAR PROTEASE ENZYME PRODUCTION
OF ENDEMIC MICROORGANISMS

Emre GUNGOR
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Department of Dairy Technology

Supervisor: Prof. Dr. Sebnem BUDAK
Co-supervisor: Prof. Dr. Sencer BUZRUL

In this study, the aim was to evaluate the extracellular protease enzyme production of four
different species of the Penicillium genus. The evaluated molds included P. brevicompactum, P.
chrysogenum, P. cavernicola, and P. corylophilum. Prior to the study, stock cultures isolated from
Divle Obrugu Tulum cheese, a traditional cheese with geographical indication, were used. Strains
were revived aerobically at 28 °C for 5 days on malt extract agar medium, and the resulting strains
were incubated in cheese medium to determine the supernatant enzyme activity. The liquid
portion beneath the mold layer developed in petri dishes containing cheese medium was used as
the supernatant. Three different parameters were used to determine the enzyme activities of
molds: pH, temperature and duration. Three different values were considered for each parameter.
The values were determined as follows: pH 4.7, 5.0, and 5.3; temperature 15, 20, and 25 °C;
duration 7, 11, and 14 days. Enzym activity results were obtained with absorbance values
measured at 660 nm wavelength on a UV-VIS spectrophotometer. Different models were tried to
determine the optimum enzyme production of strains, and the second-degree polynomial model
was considered suitable. According to the modeling results, except for P. corylophilum,
temperature did not have a significant effect on enzyme activity. The highest enzyme activity for
P. corylophilum was found at 15 °C with pH 5.03 and 12.1 days, at 20 °C with pH 5.03 and 11.3
days, and at 25 °C with pH 5.03 and 10.6 days.

These data obtained will help determine the usability of the extracted enzyme as a microbial
enzyme source as an alternative to the rennet enzyme used in cheese production, with other studies
to be carried out in the long term after the completion of the thesis.

February 2024, 88 pages
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Penicillium chrysogenum, Penicillium cavernicola, Penicillium corylophilum
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1. GIRIS

Enzimler, organizmalar tarafindan sentezlenen protein yapisinda olan biyomolekiillerden
biridir. Genellikle tiim canlilarin hiicrelerinde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar
enzim sayesinde olusmaktadir. Enzimler kontrol altinda sentezlenmekte olup, organik
katalizorlerdir (Sargin ve Ongen 2003). Katalitik boliimleri hidrofobik ceplerinin iginde
yer almaktadir. Substratlara spesifik olmasi katalitik bolgeleri sayesinde olusmaktadir.

(Singh vd. 2016).

Enzimler gesitli amaglarla kullanilmak tizere giinliik yasamimizda yer almaktadirlar.
Genellikle mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin hiicrelerde ¢ok Onemli
metabolik fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Cok miktarlarda elde edilebilmeleri, yiliksek
katalitik aktiviteye sahip olmalar1 ve hayvansal enzimlerden daha kararli, ucuz olmasi
nedeniyle mikroorganizma kaynakli enzimler endiistride daha ¢ok tercih edilmektedirler.
Ayrica mikroorganizmalarin biyokimyasal ¢esitliligi, genetik modifikasyona uygun
olmasi da bu anlamda biiyiik yarar saglamaktadir. Bu yiizden sanayide kullanilan

enzimlerin %90°1 mikroorganizma kdkenlidir (Ugar 2011; Ozcan 2015).

Eski ¢aglarda enzimler sirke, sarap, bira, peynir, keten ve deri gibi iiriinlerin iiretiminde
kullanilmistir. Fakat son yiizyilda enzimatik biyoteknolojideki gelismeler, fermentasyon
yontemlerinin yayginlagsmasi sonucu enzim endiistrisi gelismis ve uygun suslar
kullanilarak saf enzim iiretimi baglamistir. Gliniimiizde de enzim {iretimi hizla artarak
devam etmektedir. Hali hazirda 2500°den fazla enzimin hemen hemen %10’u farklh
endiistriyel alanlarda ticari anlamda kullanilmaktadir. Mikrobiyal kaynakli enzimlerin
%441 gida ve yem sanayinde olmak lizere; ecza, tekstil ve alkol endiistrisinde ticari
olarak kullanilmaktadir (Haliskaranfil 2012; Hammamchi 2014; Ozcan 2015).

Proteazlar, proteinlerin ve peptit baglarinin hidrolizini gergeklestiren enzimlerdir.
Proteoliz isleminin {irlinleri serbest amino asitler, protein ve peptit fragmentleridir.
(Pollah 1989; Salleh vd. 2006). Proteazlar, siit ve iiriinleri endiistrisinde ilk olarak peynir
mayasi olarak kullanilmistir (Gaur vd. 2015). Giiniimiizde de en ¢ok peynir iiretiminde

kullanilmaktadir. Proteazlar peynir yapiminda siitteki proteinlerin spesifik peptit



baglarini hidrolize ederek para-k-kazein makro peptitlerinin olusmasini saglayarak siitiin

pihtilagmasini ve peynir olusumunu gerceklestirmektedirler (Souza vd. 2022).

Proteazlar, dort sinifa ayrilmis olup bunlar; serin, sistin, asidik proteazlar ve metallo
proteazlardir. Her grup, aktif bolgeyi tanmimlamak i¢in belirli bir yapilanista olup
karakteristik amino asit kalintisina sahiptir. Serin proteazlar aktif kisimlarinda serin
tinitesine sahip enzimlerdir ve pH 7.0 ile 11.0 arasindaki nétral ve alkalin degerlerinde
etkinlik goOsterirler. Aspartik proteazlar, aspartik asit kalintilarina sahip olan
endopeptidazlar olarak bilinir ve katalitik aktivite gosterirler. Sistein proteazlar, katalitik
aktiviteleri histidin ve sistein kalintilar1 olan endopeptidazlardir. Sistein proteazlari,
indirgeyici ajanlarin varliginda aktif hale gelirler. Diger bir grup olan metallo proteazlar
ise aktiviteleri i¢in ¢inkoya gereksinim duyar ancak bazen manganez, bakir, nikel ve
kabolt gibi iyonlar da gerekebilir. Bu proteazlar EDTA gibi selatlayict ajanlarla inhibe
edilebilirler. Proteazlar, proteinleri olusturan amino asit baglarini hedef alarak onlar
parcalayan enzimlerdir. Bu enzimler, kesme kabiliyetlerine gore iki ana gruba
ayrilmislardir: ekzopeptidazlar ve endopeptidazlar. (Rao vd. 1998; Yegin vd. 2011; Souza
vd. 2015). Aspartik proteaz, endopeptidaz grubundadir ve peynir teknolojisinde siit
pihtilagtirma etkisi nedeniyle en 6nemli proteaz grubudur (Claverie-Martin ve Vega-
Hernandez 2007). Siiti pihtilastiran enzimlerin hepsi asit proteaz olup en yaygin
kullanilan siit pihtilagtirma enzimi olan rennet asit proteazdir. Aspartik proteazlar
yaklasik pH 3.0-5.0 arasinda maksimum aktivite gosterirler (Sumantha vd. 2006; Kogak
2015). Hayvanlarin sirdeninden elde edilen rennet, kimozin ve pepsinden olugmaktadir.
Kimozin, kimozin A ve kimozin B izoenzimlerinden olugsmaktadir. Optimum pH’lar1 4.2
ve 3.7°dir ve 41 °C optimum sicaklik degeridir. Pepsin ise pH 2’de optimumdur. Pepsinin
olgunlagsma asamasini uzatmasi ve proteolitik aktivitesinin yiiksek olmasi1 sebebiyle aci
tat olusumuna sebep olmaktadir. Bu nedende uygulamada tek basina pepsin
kullanilmamaktadir, kimozin ve pepsin enzimleri karistirilarak kullanilmaktadir

(Cakmake1 vd. 2017).

Proteazlar, genis bir biyolojik ¢esitlilige sahip farkli organizmalardan elde edilen 6nemli
enzimlerdir. Bu kaynaklar arasinda bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar

bulunmaktadir. Bitkisel ve hayvansal proteazlarin ihtiyaci yeterince karsilayamamasi



sonucunda mikroorganizma kaynakli proteazlar kullanilmaya baslanmistir. Penicillium,
Mucor, Rhizopus, Bacillus cinslerine ait mikroorganizmalar yiiksek proteaz enzimi
iiretim kapasitelerinden dolay1r mikrobiyal enzim kaynagi olarak kullanilabilmektedirler

(Singh vd. 2016).

Matematiksel model, calisilan sistemdeki ilgili degiskenler arasindaki iliskiler olarak
tanimlanabilir. Bu iligskiler modeli denklemler, tablolar, grafikler olabilir. Caligilan sistem
hiicre, mikrobiyal kiiltiir, immobilize hiicre, enzim veya santrifiij, sistemi olabilirken,
prametreler ise sicaklik, pH, siire, inokulum miktar1 vb. olabilir. Matematiksel modelleme
sistemi, sicakligi azaltip siireyi arttirirsak, glikoz konsantrasyonunu azaltirsak,
inokulumdaki spor sayilarini azaltirsak ya da farkli parametrelerde ¢esitli degisiklikler
yaparsak ne olur gibi sorulari cevaplandirmak i¢in kullanilabilen bir sistemdir (Mavituna
ve Sinclair 2008).

Bu calismada, dogal peynir izolati olan P. brevicompactum, P. chrysogenum, P.
cavernicola, P. corylophilum kif suslarinin proteaz enzim iiretim kapasiteleri
belirlenmistir. Belirlenen proteaz enzim iiretim kapasiteleriyle potansiyeli yiiksek olan
suslarin  siit endiistrisinde saf proteaz enzim ireticisi olarak kullaniminin
yayginlastirilmas1 hedeflenmistir. Bu suslar geleneksel ve kiifle olgunlasan bir peynir
olan Divle Obrugu Tulum Peyniri olgunlasma asamasinda dogal olarak gelisen ve izole
edilerek tanimlanan (Ozturkoglu-Budak vd. 2016a) kif suslaridir. Benzer sekilde bu
suslarin peynir ortaminda iirettikleri proteaz enzim miktarlar1 da kalitatif ve kantitatif
olarak belirlenmis ve elde edilen veriler ile peynir olgunlasmasma katkilar1 da
degerlendirilmistir (Ozturkoglu-Budak vd. 2016b). Degerlendirmeye tabi tutulan kif
suglar liretim sonrasi heniiz olgunlagmaya tabi tutulmayan taze Divle Obrugu Tulum
Peynirinin bazal besiyeri olarak kullanildig: ve bu peynire ait pH, tuz konsantrasyonu gibi
tiretim ve sicaklik, oksijen varligi gibi olgunlagma kosullarinin aynen uyarlandigz in-vitro

ortamda en fazla proteaz enzim aktivitesi gosteren suslar olarak se¢ilmistir.

Ancak Divle Obrugu Tulum Peynirine ait iiretim ve olgunlagsma kosullar1 gerek peynirin
uzun bir olgunlagsma siiresine sahip olmasi gerekse bu olgunlasmanin magara gibi

kontrolsiiz bir ortamda gerceklesmesi nedenleri ile aslinda ilgili parametreler bakimindan



oldukga genis bir aralikta degisen degerler gosterdigi gozlenmistir (Ozturkoglu-Budak
2016b). Bu tez calismasinda ise her bir susa ait optimum enzim iretim kosullarinin
belirlenmesi kapsaminda, sicaklik, pH ve siire gibi parametrelerin gergek peynir
tiretiminde gézlenen genis aralik icerisinde yer alan farkli degerlerinin in-vitro ortamda
sabit olarak kullanilmasi ile degisen gelisim kosullar1 kullanilmis ve bu farkli kosullarda
kiifler tarafindan sentezlenen proteaz enzim miktarinin nasil degistigi ve optimum
kosullarin hangi degerleri i¢erdiginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, elde edilen
deneysel veriler matematiksel modelleme islemine tabi tutulmustur. Modelleme ile
suslarin proteaz enzim iretimi i¢in optimum degerleri gorsel, li¢ boyutlu olarak
goriilmistiir ve her bir susa ait siirecteki bagimsiz degiskenlerin birlikte proteaz enzim

aktivitesine etkileri degerlendirilmistir (Wahab 2023).

Bu kapsamda ileri proteaz enzim aktivitesine sahip olan 4 Penicillium kiif tiirti tarafindan
sentezlenen ekstraseliiler proteaz enzimlerin uzun vadede yapisal ve islevsel
degerlendirmesi yapilarak peynir endiistrisinde kullanilan hayvansal rennet enzimine
alternatif mikrobiyal bir proteaz enzimi olarak kullanilabilirligi degerlendirilecektir. Bu
sekilde tilkemizde peynir endiistrisinde tilkemize 6zgii (endemik) kiiltiir kaynakli yerli
enzimler kullanimimin degerlendirilmesi ve basarili sonuglar elde edilmesi durumunda

disa bagimliligin azaltilmasi: amaglanmaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Enzimler

Canli organizmalar tarafindan sentezlenen protein yapisinda ve peptit baglariyla
baglanmis uzun aminoasit zincirlerinden olusan biyolojik molekiillere enzim denir.
Hayatimizin her noktasinda yer alan enzimler canlilarin (hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalar) hiicrelerinde olusan kimyasal reaksiyonlarin ¢ogundan sorumludur.
Kimyasal reaksiyonda etkili olan enzimler ayrica reaksiyonu hizlandirarak biyolojik

katalizor olarak gorev yapar (Sargin ve Ongen 2003).

Reaksiyon sirasinda enzim ve substrat arasinda anahtar-kilit modeli denen bir sistem
olusmaktadir. Bu reaksiyon esnasinda enzim-substrat (ES) kompleksini meydana
getirirler. Bu kompleks yeni bir {irin olusturmak ve enzimi geri kazanmak i¢in enzim-
tirtin (ER) kompleksi olustur ve kimyasal degisime ugrar. Genel olarak iyon-iyon, iyon-
dipol ve hidrojen baglari gibi kovalent bag olmayan etkilesimler enzim-substrat
arasindaki etkilesimlerdir. Ancak bazen aralarinda kovalent bag olusan durumlar da
olmaktadir. Hangi bag olursa olsun bu baglar enzim ve {iriinii agia c¢ikaracak derecede

zay1f olmasi gerekir (Yenigiin 2000).

Metabolik reaksiyonlar, hiicredeki hayati olaylarin temelini olusturan siireglerdir. Bu
olaylar, organik maddelerin hiicre i¢inde iiretilmesi, pargalanmasi, sindirilmesi, kasilmasi

ve hiicre solunumu gibi énemli fonksiyonlari igerir (Ozden 2014).

2.2 Enzimlerin Tarihcesi

Homeros’un Ilyada destaninda M.O. 400 yillarinda enzimlerin fermentasyon siirecinde
kullanimindan bahsetmektedir (Inamuddin vd. 2019). 1850’lerde Lous Pasteur sekerin
maya araciligiyla alkole, fermentasyonun ise daha sonra enzimler olarak adlandirilacak
olan fermentler ile katalizlendigini kanitlamig oldu (Kiran vd. 2006). Enzimler terim

olarak 1878 yilinda Fizyoloji Profesorii Wilhelm Friedrich Kiihne tarafindan



kullanilmistir (inamuddin vd. 2019). Eduard Buchner ise 1897 yilinda maya
ekstraktlarmin sekeri alkole fermente edebildigini bularak enzimlerin hiicre disinda da
caligabildigini ispatladi. Tiim bu gelismelerden sonra James Sumner 1926 yilinda iireazi
izole etmistir. Ardindan iireazi kristalize etmistir. Bu calismasina dayanarak iireaz
kristallerinin tamaminin proteinden meydana geldigini ve enzimlerin aslinda protein
olduklarinin iddiasinda bulunmustur ancak benzer ¢alismalar olmadigindan bu diislince
belli siire askida kalmistir. Bu ¢alismadan kisa siire sonra 1930 yilinda John Northrop ve
meslektaslari tripsini, pepsini kristalize etmistir, bunlarin protein oldugunu bulmustur.
James Sumner’in elde ettigi sonug bu sekilde kabul gérmiistiir. 1930’larda tanimlanan
enzim sayis1 80 adettir ve giiniimiizde ¢ok fazla enzim ¢esidi bulunmus olup ¢alismalar

devam etmektedir (Kiran vd. 2006).

2.3 Enzimlerin Yapisi

Tiim enzimler, katalitk RNA molekiillerinin bir istisnasi disinda, yapisal olarak
proteinlere aittir. Bu nedenle, enzimlerin genel 6zellikleri biiyiik 6l¢iide protein yapisinin
karakteristik 6zelliklerini yansitir. Kollodial ve protein yapisinda olma 6zelliklerinden
otirii fiziksel, kimyasal faktorlerden etkilenirler. Enzim proteinlerinin dogal
konformasyon yapilar1 primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapilari igerir ve bu yapilar
enzimlerin katalitik aktivitelerini yansitarak islevlerini yerine getirir. Enzimin yapisi
bozulmasiyla denatiire olursa katalitik aktivitesi genelde biter. Enzim aminoasitlerine

pargalandiginda ise katalitik aktivitesi ¢ok biiyiik zarar goriir (Ozden 2014).

Enzimlerin ¢ogu, katalitik islevlerini yerine getirirken sadece protein yapisina degil, ayni
zamanda protein olmayan bir kofaktore veya prostatik gruba da sahiptir. Prostatik grup
enzime belirli 6zellikler kazandiran aminoasit olmayan proteine bagli gruptur. Kataliz
icin gereken organik molekiillere kofaktor adi verilmektedir. Koenzim ise genelde bir
vitaminden tlireyen ve enzim aktivitesi i¢in gerekli olan organik molekiiller olarak
tanimlanir. Koenzimlerden bazilar1 protein kismina siki bagli oldugundan proteinden
uzaklastirilmaya ¢alisildiginda protein yapisina bozmaktadir. Aksine bazen de proteine

cok gevsek baglidir. Bu yiizden basit bir diyalizle bile proteinden ayrilir.



Enzimin iglevi i¢in gereken tiim yardimci faktdrleri igeren formuna haloenzim adz verilir.
Kofaktorleri olmayan ya da kaybetmis sadece protein kismi apoenzim olarak
isimlendirilmektedir. Apoenzimler biiyiik protein molekiillerinden olusmaktadir ve her
enzimde amino asit ¢esitleri ve dizilimlerinden dolayr farklilik gostermesinden
enzimlerin spesifik kismidir. Apoenzimin protein yapisinda olmasi enzimlerin

makromolekiil olmasinin sebebidir (Stryer 1981).

2.4 Enzimlerin Reaksiyonlarini Etkileyen Faktorler

Enzimlerin gergeklestirdigi reaksiyonlar bir¢ok faktorden etkilenebilmektedirler. Bu
faktorler sicaklik, pH, siire, su, enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, substrat

yiizeyi, inhibitorler ve aktivatorlerdir.

Sicaklik: Her enzim reaksiyonunun gergeklestigi optimum bir sicaklik bulunmaktadir. O
°C’de enzimler aktif degillerdir. Sicakligin her 10 °C artmasiyla reaksiyon li¢ kata kadar

artmaktadir.

pH: Enzimlerin kendilerine 6zgii pH degerleri bulunmaktadir. Bu deger her enzim igin
optimum olarak adlandirilmaktadir. Bu deger haricindeki degerlerde reaksiyon hizi
azalmaktadir. Enzimin optimum pH’s1 substrat yapisi, tamponun cinsi, enzim kaynagi

gibi faktorlerden etkilenmektedir.

Zaman: Zaman gegtikce reaksiyon hizi giderek diismektedir.

Su: Molekiillerin birbirine ¢arparak reaksiyonu gergeklestirebilmesi i¢in ortamda su

olmasi gereklidir. Ortamda su olmas1 molekiillerin hareketini saglamaktadir.

Enzim Konsantrasyonu: Enzim reaksiyon hizi enzim konsantrasyonu arttik¢a
artmaktadir. Fakat bu artis substrat miktarina bagli olarak lineer bir artis gosterir. Substrat

miktart sinirl ise reaksiyon hiz1 giderek diiser.



Substrat Konsantrasyonu: Enzimler ve substratlar arasinda dogrusal bir iliski vardir;

yani, ne kadar ¢ok enzim molekiilii bulunursa, reaksiyon hizi o kadar artar.

Substrat Yiizeyi: Yiizey miktar1 arttikca reaksiyon hizi artmaktadir.

Inhibitérler ve Aktivatorler: Enzimlerin ¢alismasii etkisiz hale getiren maddelere
inhibitor, reaksiyon hizini arttiran ¢aligsmalarini hizlandiran maddelere ise aktivator adi
verilmektedir. Inhibitérlerden bazilar1 Ca*?, Na* gibi iyonlar aktivatorlerden bazilarma ise

su, Mg*?, K* iyonlar1 6rnek gosterilebilir (Uyanik 2008).

2.5 Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimler en basit haliyle iki sinifta incelenirler. Bunlar endo enzimler (hiicre i¢i enzimler)
ve ekzoenzimler (hiicre dis1 enzimler) olarak siralanabilirler. Endo enzimler hiicre
metabolizmasi igin gerekli olan gida absorbsiyon ve tranformasyonunda rol oynarlar. Bu
sirada enerji ortaya ¢ikar. Hiicre dis1 enzimler ise hiicrenin iirettigi ve hiicre duvarinin
etrafindan disar1 salgiladigt enzimlerdir. Hiicreden bagimsiz olarak ortamdaki
karbonhidrat, yag, proteinleri parcalarlar. Bu iki grup enzimin genel 6zellikleri Cizelge

2.1° de karsilastirmali olarak gosterilmistir (Topal 1985).

Cizelge 2.1 Enzimlerin karsilastirilmasi (Topal 1985)

Hiicre i¢i Enzimler Hiicre Dis1 Enzimler
Hiicre i¢inde rol oynarlar Hiicre disinda rol oynarlar
Oksidasyon, rediiksiyon potansiyelini
ayarlar. Hidrolitik anlamda gorevlidirler
Biiytik enerji aci8a ¢ikarirlar Az enerji aci8a ¢ikar
Enerji hiicrede kullanilamaz, formu
Enerji hiicrede kullanilabilir uygun degildir

1940’11 yillardan sonra biyokimya alaninda gok biiyiik gelismeler olmustur. Cok fazla

sayida yeni enzimlerin bulunmasindan dolayi birtakim diizenlenmelerin yapilmasi gerekli



olmustur. Bu sebepten ¢esitli kuruluslara bir araya gelerek enzim sistematigi ve
simiflandirmasimi diizenlemek i¢in Enzim Komisyonu (EC) olusturmustur (Singh vd.
2016). Enzimlere reaksiyon tipi, fonksiyonel sinif, substrata ve spesifik reaksiyona gore
bir siniflandirma, adlandirma yapilmistir (Akkaya ve Pazarlioglu 2014). Her enzim tanimi

E.C. 6n eki ile baglayarak aralarinda nokta bulunan 4 rakamdan olugsmaktadir.

[lk say1 enzimin 7 siniftan hangisinde oldugunu belirtir.
Ikinci say1 alt sinifi tanimlar.

Ucgiinciisii ait oldugu diger alt grubun tanimudir.

A w0

Dordiincii ise enzim alt sinifinin seri numarasini anlatmaktadir (Cakmak 2018).

Su ana dek Enzim Komisyonu 3000’den fazla enzim i¢in siniflandirma yapmaistir. 2018
yilina kadar 6 sinifa ayrilirken 2018’den sonra enzimler katalizledikleri reaksiyonlara
gore 7 smifa ayrilmigtir. Bunlar transferazlar, liyazlar, izomerazlar, ligazlar,
oksidorediiktazlar, translokazlar ve hidrolazlardir. Proteazlar ise bu smiflardan

hidrolazlar grubundadir (Okpara 2022)

Hidrolazlar, su molekiilleri ile baglarin ayrilmasini hidrolize olmasini saglarlar. Biiyiik
molekiillerden daha kiigiik molekiillerin olusmasina neden olurlar. Proteazlar, lipazlar,
amilazlar, fosfotazlar, fosfolipazlar ve laktazlar hidrolazlara 6rnek olarak gosterilebilirler
(Kog 2015). Proteazlarin peptitlerin hidrolizindeki tercih edilme nedenleri, kimyasal
hidrolize gore oldukga 6nemlidir. Bu tercih edilme, proteazlarin spesifikligi ile yakindan
iligkilidir. Proteazlar, spesifik bir sekilde belirli peptit baglarini hidrolize edebilme
yetenegine sahiptir ve bu ozgiinliik bir dizi faktére baghdir. Oncelikle proteazlarin
spesifikligi fonksiyonel gruplarin 6zelliklerine, substratlarin boyutuna, amino asitlerin
yapilanisina baghdir. Proteazlar hangi peptit baglarimi kesebilecegini, molekiillerin
yapisal Ozellikleri belirler. Bu durum kimyasal hidrolizde olmayan bir ozelliktir.
Kimyasal hidroliz genellikle tiim peptit baglarini benzer sekilde parcalayabilir ancak
proteazlar belirli peptit baglarini hedef alarak daha segici bir sekilde islev gortir (Motyan
vd. 2013; Aran 2014).



2.6 Mikrobiyal Enzimler

Enzimler insanlar, hayvanlar, bitkiler ve mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Enzim
iiretimi i¢in kullanilacak bitkisel ve hayvansal kaynakli dokular kisitli olmasindan dolay1
mikrobiyal enzimler endiistride daha fazla kullanilmaktadir. Birgok dis faktoérden
etkilenen bitkisel ve hayvansal enzimler iklime, mevsimlere, toprak alanina, isgiiciine
bagimli olarak iiretim miktarlart ve verimleri degigsmektedir. Bunun yaninda bitkisel
kaynakli enzim say1 olarak ¢ok azdir. Mikroorganizmalardan elde edilen enzim sayisi cok
fazladir ve miktar1 da goktur. Mikroorganizma sus se¢imi planli yapilirsa verim ve enzim
miktarit dogru orantili artarak ekonomik olarak basarili enzim iretimi

gerceklestirilmektedir (Topal 1985; Hammamchi 2014).

Mikroorganizma kaynakli enzimlerin digerlerine gore avantajlar1 vardir. Bu yiizden

giiniimiizde ¢ok tercih edilmektedirler.

. Cok az yer kaplamalar1

. Cesitlerinin fazla olmasi

. Basit kiiltiir yontemleri ile iiretilebilir olmast

. Kisa stirede yiiksek miktarda enzim iiretebilmeleri
. Maliyetlerinin diisiik olmasi

. Daha kararl1 ve aktif olmalari

~N oo o1 A W DN

. Uzun raf Omriine sahip olmalar1 ve sonraki islemlere daha kolay izin vermeleri

nedeniyle mikroorganizma kaynakli enzimleri 6n plana ¢ikarmaktadir.

Bu sebeplerden endiistride en ¢ok tercih edilenler mikrobiyal enzimlerdir (Rao vd. 1998;
Anbu vd. 2017; Sharma vd. 2017; Wen vd. 2022).

Mikrobiyal enzimler mayalar, kiifler ve bakterilerden edilebilmektedirler. Elde edilen
enzim miktarlar1 bu mikroorganizmalarin cins ve tiirlerine gore farklilik gosterebilirler.
Bu yiizden {iretim asamasma gecilecegi zaman istenen enzimin hangi

mikroorganizmadan ne kadar elde edilebilecegi tespit edilmelidir. Ancak
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mikroorganizmanin {iretebilecegi enzim miktar1 ortam kosullarina ve zamana gore

farkliliklar gosterebilmektedir (Aslan ve Sekin 1985).

Ticari olarak en ¢ok kullanilan enzimler hidrolazlardir. Hidrolazlar ise hiicre disi
(ekstraselliiler) enzim olarak kullanilmaktadir. EKzoenzimler ise hiicre duvarinin dis1 ile
besiyeri arasinda baglantili olan enzimlerdir. Bu enzimlerin substrat secicilikleri azdir.
Farkli bircok islemde kullanilmaya uygundurlar. Fakat hiicre disi enzimlerin besiyeri
ortaminda diger proteinlerden ayrilip saflastirilmasi zordur. Bu saflastirma islemi enzim
liretimim maliyetinin en yiiksek kismini1 olusturmaktadir (Gimenes vd. 2019, Kiran ve
ark. 2006). Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerde en biiyiikk pay proteazlar (%59)
sahiptir. Ardindan sirasiyla karbohidrazlar (%28), lipazlar (%3) ve diger enzimler (%10)
olusturmaktadir. Mikroorganizma kaynakli proteazlar kullanim alanlarinin genisligi, elde
edilmesinin kolay olmasindan dolayir en Onemli hidrolazlarin en 6nemli grubunu

olusturmaktadir (Woodley 2000).

2.7 Proteazlar

Proteazlar (EC 3.4) proteinlerdeki peptit baglarinin hidrolitik olarak ayrilmasini katalize

eden enzimlerdir. Daha kiigiik polipeptitler ya da amino asitler elde etmek igin

kullanilirlar.
I 'u
~ AR O R
oh ﬁ proteaz P Hl, OE) + HsN
‘:I' INH 'I-H:;D ':' e NH
I [
R R
protein yada peptid daha kilgik peptid atwitio agit

Sekil 2.1 Proteazlarin peptid bagini hidrolize etme mekanizmasi (Okpara 2022)
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Proteolize kars1 dayanikli ¢ok az protein vardir ve sonunda hemen hemen hemen tiim
proteinler, organizma i¢inde tekrar kullanilabilir hale gelmesi ig¢in aminoasitlere

ayristirilirlar (Rawlings 2013).

Hidroliz reaksiyonlar1 biyolojik maddeleri faydali molekiilerle doniistiiren tepkimeler
olarak adlandirilir. Bu reaksiyonda rol oynayan en dnemli enzim proteazdir. Proteazlar
ayrica proteinazlar veya peptidazlar olarak da bilinirler. Proteaz enzimi biiylime ve
cogalma siireclerinin tiim canli organizmalar i¢in elzem oldugu bir enzimdir. Ayrica
fizyolojik ve ticari agidan son derece kritiklerdir. Bu enzimler genellikle canl
organizmalarin pankreas ve midesinde lretilirler. Spesifik hidroliz reaksiyonlari igin
kullanilan farkli proteazlar da bulunmaktadir. Bu enzimler viicudun diger bolgelerin de
de tretilir. Baz1 hormonlarin islevi, kan pihtilagma stireci, bagisiklik sistemini aktive
etmek, hiicrelerin yok edilmesi gibi olaylar proteazlar tarafindan diizenlenir (Gerze 2003;

Bulut 2007).

2.8 Proteazlarin Simiflandirilmasi

Proteazlar, Uluslararasi bir siniflandirma sisteminde hidrolazlarin altinda yer almaktadir.
3. Grubun (EC 3) 4. alt smifi (EC 3.4) olarak yer almaktadirlar (Tekin 2008). Proteaz

enziminin etkinligi, reaksiyon ortaminin pH durumuna baglidir. Bu nedenle proteazlar;

Alkali proteazlar (pH>7)

Yiiksek alkali proteazlar (pH>10)

Notr proteazlar (pH=7 civari)
Asidik proteazlar (pH<7) olarak siniflandirilabilir (Sumantha vd. 2006).

Proteazlar katalitik aktivitelerine gore 2 ana kategoriye ayrilmaktadirlar. Endopeptidaz
ve ekzopeptidaz olarak ayrilan proteazlar bunlarin alt gruplari da olacak sekilde tablodaki
gibi smiflandirilmistir (Rao vd. 1998).
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Cizelge 2.2 Proteazlarin Siiflandirilmasi (Rao vd. 1998)

Proteazlar E.C Kodu
Ekzopeptidazlar
Aminopeptidaz 3.4.11
Dipeptidilpeptidaz 3.4.14
Tripeptidilpeptidaz 3.4.14
Karboksipeptidaz 3.4.16-3.4.18
Serin proteaz 3.4.16
Metaloproteaz 3.4.17
Sistein proteaz 3.4.18
Peptidildipeptidaz 3.4.15
Dipeptidaz 3.4.13
Omega peptidaz 3.4.19
Endopeptidazlar 3.4.21-3.4.34
Serin proteaz 3.4.21
Sistein proteaz 3.4.22
Aspartik proteaz 3.4.23
Metalo proteaz 3.4.24
Endopeptidaz 3.4.99
(Bilinmeyen katalitik mekanizmanin)

2.8.1 Ekzopeptidazlar

Ekzopeptidazlar polipeptid zincirinin ug bdliimlerine etki ederek aktivite gosterirler. Bu
etkiye bagli olarak ii¢ kategoriye ayrilirlar: aminopeptidazlar, karboksipeptidazlar ve

omegapeptidazlar.

Aminopeptidazlar, serbest N-terminus kalintisint hedef alan ve tripeptid, dipeptidyada bir
amino asit kalintis1 serbest birakan ekzopeptidazlardir. Aminopeptidazlar, bakteri ve
mantarlar dahil olmak tizere bircok mikrobiyal tiirde bulunur. Aspergillus oryzae’nin
tirettigi hari¢ genellikle aminopeptidazlar hiicre i¢i enzimlerdir. Aminopeptidazlar ise
katalizledikleri bolgeye gore dipeptilpeptidaz ve tripeptilpeptidaz olarak iki sinifa
ayrilmaktadir (Rao vd. 1998).
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Karboksipeptidazlar, proteinlerin polipeptid zincirlerini serbest karboksil ugtan hidroliz
eden Ozel enzimlerdir. Bu enzimler, genellikle tek bir amino asit veya bir dipeptidi
ayirmak i¢in Ozellesmislerdir. Karboksipeptidazlar, serin proteazlar, metaloproteazlar,
sistein proteazlar, peptidil dipeptidazlar, dipeptidazlar olarak alt siniflara ayrilmislardir
(Duran vd. 2007). Prostetik gruplara bagli amino asitlerin peptit baglarini hidrolize eden

enzimler omegapeptidazlardir (Rao vd. 1998).

2.8.2 Endopeptidazlar

Endopeptidazlar, ekzopeptidazlarin aksine polipeptid zincirlerinin i¢ ve orta
kisimlarindaki peptit baglarini ayiran enzimlerdir. Etrafta karboksil grubu ve amino grubu
olmasi aktivitelerini olumsuz etkileyebilir (Alpan 2008; Tekin 2008; Souza vd. 2022).
Sistein proteaz, Metalo proteaz, serin proteaz, aspartik proteaz olmak tizere dort kisimda
incelenmektedirler. Bir de Katalitik mekanizmasi bilinmeyen farkli bir grup

endopeptidazlar da burada yer almaktadir (Tanksale 2001).

Serin proteazlar genellikle dkaryotlar ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan
enzim tiriidiir. Bu proteazlar osteolitik ve emidaz aktivite dahil genis bir substrat
spesifikasyonu sergilerler. Genellikle pH 7.0 ve pH 11.0 arasinda olmak tizere genis bir
aktivite gosterme araliklari1 vardir. Bu sebeple asir1 reaksiyon kosullarinda yiiksek aktivite
ve stabilite gosterdiklerinden ticari olarak en ¢ok kullanilan enzimlerden olmustur (Rao

vd. 1998; Johannes ve Zhao 2006).

Sistein proteazlar diger bir adiyla tiyol proteazlar olarak da bilinirler. Aktif bolgesinde
bulunan bir sistein kalintisinin yan zincirlerini igeren yapiya sahiptirler. Sistein proteazlar
sindirim i¢in az kullanilmaktadirlar. Genellikle hiicresel proteinlerin doniisiimii slirecinde
yer alan genis bir enzim ailesi olarak hiicre i¢i olarak kullanilirlar. Genellikle dogal

kaynaklardan elde edilirler (Gerze 2003).

Aspartik proteazlar, asidik proteazlar olarak da bilinir ve katalitik aktivitelerini yerine

getirebilmek i¢in aspartik asit amino asitlerine ihtiyag duyan enzimlerdir. Pepsin,
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retropepsin ve para-retroviriislere ait enzimler olmak iizere iice ayrilirlar. izoelektrik
noktalar1 genelde pH 3.0 ve pH 4.5 arasindadir. Bir¢ok aspartik proteaz 6zellikler pH 3.0-
4.0 civarinda optimum aktivite gostermektedir. Bu proteazlar pepstatin,
diazoasetilnorlésin metil ester 1,2-epoksi-3-(p-nitrofenoksi) propan gibi bilesikler

tarafindan inhibe edilebilirler (Fitzgerald vd. 1990; Rawlings 2013).

Metalo proteazlarin katalitik aktivasyonlari i¢in manganez, kobalt ve ¢inko gibi iki
degerli iyonlar gereklidir. Kalsiyum stabilite, ¢inko ise aktivite i¢in kullanilan asli
iyonlardir. Metalo proteazlar yiiksek organizmalardan gelen kolajenazlar ve bakteri
kaynakli termolizin gibi degisik kaynaklardan gelen enzimleri igerirler. Bu enzim
grubunun ¢ogu nétr ve alkali pH seviyelerinde en yiiksek aktivite sergiler. Farkli metal
iyonlarmin katalitik mekanizma sirasinda kelatlayici triinlerin tutma etkisi sebebiyle,
metalo proteazlar kelatlayici ajanlara karsi hassastir ve bu ajanlarin enzim tizerinde inhibe
edici etkisi bulunmaktadir. Bu ajanlardan en 6énemlisi EDTA’dir (Saravanamuthu 2010;

Vronova 2013; Srilakshmi 2015).

2.9 Proteaz Enzim Kaynaklar

Proteazlar bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma (bakteriler, mayalar, kiifler) kaynakli
olarak ti¢ ana siniftan elde edilirler. Kaynagina gore aktivite gosterdikleri pH araliklari
degisiklik gostermektedir. Fungal kaynakli pH 3.5-5, bakteri kaynakli pH 6-11, hayvansal
kaynakli pH 7.5-8.5 arasinda aktifdirler (Afsar vd. 2003). Giinlimiizde tanimlanan ¢ok
fazla proteaz ¢esidi bulunmaktadir. Bu proteazlardan %59°u bakteri, %25’ hayvan,
%12’s1 mantar ve bitki ve %4’ii arke, viriis ve protoza kaynaklidir. Cesitli kaynaklardan
elde edilen proteaz enzimleri ticari olarak endiistride kullanilmaktadir. Bu yiizden
endistride ekstrem kosullara karsi dayanikliligi yiiksek enzimler 6n plana ¢ikmistir
(Ghafoori vd. 2016). Farkli kaynaklardan elde edilen enzimler ve elde edildigi kaynag:
Cizelge 2.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 2.3 Proteaz Kaynaklar1 (Naveed vd. 2020)

Proteaz Kaynaklar

Hayvan Bitki Mikroorganizma
DAPaz Bromelain Subtilizin
Elastaz Papain Proteinaz K
Entorokinaz Ficin WNYV Proteaz
Faktor X Rinoviriis 3C
Katepsin C TEV Proteaz
Katepsin D TVMV Proteaz
Kimotripsin Termolizin
Pepsin Kollajenaz
Tripsin Dispaz
Trombin
Renin

2.9.1 Bitkisel proteazlar

Bitkilerin proteaz kaynagi olarak kullanilmasi bazi kosullara gére degismektedir. Bitkinin
iklim kosullari, yetistirme, biiylime hizi, toprak ¢esidi vb. faktorler enzimi etkilemektedir.
Bu proteazlar genelde tropikal bitkilerden elde edilmektedirler. En ¢ok bilinen bitkisel
proteazlar papain, bromelain ve ficindir (Ward 1985). Bitkisel iiriinler gida
uygulamalarinda dogal ve gilivenli olarak kabul edilirler. Fakat bromelain ve papain
¢Oziiniir katilarin yogunlastirilmasi ya da viskozitelerinin azaltilmasi uygulamalarinda
maliyet acisindan etkin performans sergilemezler. Diger bir dezavantaj ise bitkilerden

proteaz liretiminin uzun siirmesidir (Rao vd. 1998).

2.9.2 Hayvansal proteazlar

Bu tiir enzimler biiylik miktarlarda ve saf olarak elde edilebilirler. Fakat bu enzimlerin
elde edilmesi kesilen hayvan miktarina dogru orantili olarak baghdir (Ellaiah vd. 2002).

Rennin, pepsin ve kimotripsin 6rnek olarak verilebilir. Kimotripsin, pankreastan elde
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edilen bir enzimdir. Bu enzimler aromatik halkalara sahip olan amino asitlerin karboksil

gruplarindaki peptit baglarini hidrolize ederler (Rao vd. 1998).

Pepsin, asidik bir proteaz enzimidir. Midede HCI bulunmasi durumunda pepsinojen
formundan pepsine doniisiir ve aktif olur. Iki hidrofobik amino asit arasindaki peptit

baglarini hidroliz ederler (Rao vd. 1998).

Rennin anne siitii ile beslenen memelilerde aktif olarak midede bulunur. Anne siitiinii
sindirmede yardimcidir. Kompleks bir enzimdir ve siitii pihtilagtirir. En yaygin kaynagi

ise yeni dogan ve siitle beslenmis buzagidan elde edilen sirdenidir (Fankhauser 2007).

2.9.3 Mikrobiyal proteazlar

Mikrobiyal proteazlar, hidrolitik enzimler arasinda son derece 6nemli bir gruptur. Bu
enzimler mikroorganizmalarin {rettikleri ve kesfedilmemis proteazlarin Onemli
kaynaklar1 oldugu bilinen bir gergektir. Endiistriyel uygulamalarda genis bir yelpazede
kullanilabildikleri bircok alanda bu proteazlarin degeri defalarca kanitlanmistir. Gida
endistrisinde  peynir iretiminden bira yapimma kadar genis yelpazede
kullanilmaktadirlar. Ayn1 zamanda deterjan endiistrisinde, tekstil endiistrisinde ve ilag
tiretiminde de Onemli rol oynarlar. Mikroorganizmalarin dogal olarak irettikleri
proteazlarin yanm sira genetik miihendislik teknikleriyle de ozellestirilebilirler, bu da
belirli endiistriyel ihtiyaglara uygun enzimlerin tasarlanmasini saglar (Souza vd. 2022).
Mikrobiyal proteazlar i¢in ana enzim kaynaklart mayalar, kiifler ve bakterilerdir. Bu
mikroorganizmalar dogada yaygin olarak bulunurlar ve proteaz iiretiminde kritik bir rol
oynarlar. Mikrobiyal proteazlar, endiistriyel enzim pazarinda 6nemli bir lider konumda
bulunmaktadir ve diinya genelindeki toplam enzim satisinin biiyiik bir kismini olusturarak

(yaklasik %60) bir paya sahiptir (Rai ve Mukherjee 2010).
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2.9.3.1 Bakteriyel proteazlar

Endiistriyel alanda iiretilen proteazlarin biiyiik bir ¢ogunlugu, genellikle Bacillus cinsi
tarafindan tretilen mikroorganizmalar tarafindan saglanir. Mikroorganizmalar arasinda
birgok tiir proteaz iiretebilir; ancak endiistriyel acidan énemli olanlar yeterli miktarda
hiicre dis1 enzim iiretebilen tiirde mikrooganizmalardir. Bu anlamda Bacillus cinsi
bakteriyel proteazlarin iiretiminde one ¢ikar (Kim vd. 2016; Si vd. 2018). Endiistride
kullanilan proteazlar bakteriyel notral ve alkalin olarak iki sinifta incelenmektedir.

(Kumar ve Takagi 1999).

Bakteriyal nétral proteazlar, genellikle pH 5.0 ile 8.0 arasindaki ortamlarda etkili olan ve
termotoleranst daha diisiik olan enzimlerdir (Razzaq vd. 2019). Bu proteazlar, orta
diizeyde reaksiyon hizina sahiptir. Bu 6zelligi ile gidalarda kullanmak i¢in hayvansal
proteazlardan daha avantajlidir. Bakteriyel proteazlar tarafindan hidrolize ugramis
gidalar, hayvansal kaynakli enzimlere gore daha az acimsi tat olusturduklari i¢in gida

endiistrisinde talep gormektedirler (Rao vd. 1998).

Bakteri kokenli alkalen proteazlar pH 9.0-11.0 arasinda etkili olurlar. Optimal pH
degerleri 10.0 civarindadir. Bu proteazlar, genis substrat spesifikligi ile bilinirler.
Endiistriyel enzimlerin biiyiik kisminin bacillus cinsi bakterilerden iiretilmesinin sebebi;
diger mikroorganizmalara kiyasla tiretim kapasitesinin ve aktivitesinin yiiksek olmasidir
(Razzag vd. 2019; Sharma vd. 2019).

2.9.3.2 Fungal proteazlar

Funguslar insanlik tarihi boyunca bira, sarap, ekmek ve peynir gibi 6nemli gida
tirtinlerinin yapiminda temel rol oynamistir. Ayrica endiistriyel siireglerde de enzim,
vitamin, polisakkarit, alkol, pigment, lipid ve glikolipid iiretiminde yaygin olarak
kullanilir. Bu bilesenler ticari ve biyoteknolojik alanlarda degerlendirirken, funguslardan
elde edilen baz1 sekonder metabolitler yiiksek besin degeri tasir ve insan saglhigina katki

saglar. Funguslar, gida iiretiminden saglik alanina kadar genis bir alanda fayda saglayan
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onemli mikroorganizmalardir. Ozellikle sitrik asit iiretiminde ve bazi peynir tiirlerinin
yapiminda yaygin olarak funguslar kullanilirlar. Yararli antibiyotiklerin (penisilin),
vitaminlerin (thiamin, biotin), ilaglarin (ergotamin, kortizon), enzimlerin ve hormonlarin
(gibberellin) liretiminde de mikrofunguslar kullanilir. Genetik ¢alismalarda da kullanilan
funguslar bilim ve endiistriye 6nemli katkilar saglayarak modern teknolojinin birgok
alaninda temel bilesen haline gelmistir (Adrio ve Demain 2003; Ghorai vd. 2009; Akkara
ve Tosun 2014).

Kiifler, fungi alemi i¢inde yer alir ve ¢ok hiicreli organizmalaridir. Spor iiretirler ve sporla
cogalirlar. Milyonlarca spor iiretebilen bu yapilarla ¢ok hizli sekilde yayilirlar. Nem,
sicaklik, oksijen gibi c¢evresel faktdrlere bagli olarak gelisimleri degisir. Kiifler ¢esitli
enzimleri kullanarak organik maddeleri parcalarlar. Bu sekilde besin elde ederler.
Beslenme siireglerinde olusturduklari iirlinler arasinda alkoller, organik asitler, enzimler
bulunur. Ikinci yan iiriin olarak da mikotoksinleri iiretebilirler (Sahin ve Koériikliioglu
2000). Kiifler proteaz, lipaz ve amilaz enzimlerini salgilarlar. Gidanin sindirilebilirligini
arttirirlar, ayn1 zamanda {irliniin aromatik olarak daha iyi olmasini saglarlar. Kullanilan
kiifler iiriinde tat, aroma, renk ve tekstlir 6zelliklerinin olusmasinda/degismesinde

etkilidirler (Vural ve Oztan 1996).

Kiiltiir olarak kullanilabilen kiiflerde patojenik ve toksikolojik olmama; proteolitik,
lipolitik ve amilolitik aktiviteye sahip olma; olusacak triinde beklenen tat, aroma ve
goriiniisii saglama; gida i¢inde ve disinda gelisebilme, diger mikroorganizmalardan
etkilenmeme; antibiyotik ve metabolitler iiretmeme, aranan ozelliklerdir. Bu anlamda
kullanilanlar Penicillium, Aspergillus, Rhizopus, Actinomucor, Amylomyces, Neurospora
ve Mucor cinsi kiiflerdir (Yetim ve Cakmakg¢1 1997). Bu cinsler arasinda Aspergillus ucuz
tarimsal atiklar1 kullanarak biiyiik olgiide ekstraseliiler enzim iiretebilme yetenegi
sebebiyle tercih edilir. Aspergillus oryzae asidik, nétral ve alkalen proteaz iiretebilme
yetenegine sahiptir. Bunun anlami bazi fungus tiirlerinin ¢ok genis pH (3.0-12.0)
araliginda proteaz iiretebilir ve genis substrat cesitliligine uyum saglayabilirler
(Vishwanathavd. 2009; Yadav vd. 2019). Kiifler tarafindan iiretilen asidik proteazlar pH
4.0-4.5 arasinda en iyi performanslarini sergiler. Bu nedenle kiif kaynakli asidik

proteazlar 6zellikle peynir yapiminda tercih edilir (Rao vd. 1998).
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Fungal asidik proteazlar, pH 3.8 ile 5.6 arasinda etkinlik gdsterirken en iyi performansi
pH 4.0 ile 4.5 arasinda sergilerler. Bu enzimlerin tiretimi i¢in Aspergillus, Penicillium,
Humicola, Phanerochaete, Endothia, Rhizopus ve Thermoascus tiirleri kullanilmaktadir
(Souza vd. 2015; Razzaq vd. 2019).

Fungal nétral proteazlar, aktivitelerini pH 6.0 ile 8.0 arasinda siirdiirebilir ve en iyi
performansi genellikle pH 7.0’de gosterirler. Bu proteazlar genelde metallo proteazlar
olarak bilinirler. Aspergillus ve Penicillium tiirleri kullanilarak nétral proteaz tiretilmistir
(Wang vd. 2007).

Fungal alkalen proteazlar, aktivitelerini pH 8.0 ile 13.0 arasinda siirdiirebilirler. Bu
proteazlar 6zellikle Aspergillus ve Penicillium tiirleri olmak iizere Beauveria, Botrytis,
Conidiobolus, Engyodontium, Metarhizium, Myceliophthora cinsleri kullanilarak da
tiretilebilirler (Sandhyavd. 2005; VVranova vd. 2013).

Peynirin olgunlagmasi sirasinda biyokimyasal degisiklikler, birincil (primer) ve ikincil
(sekonder) olaylar olarak gruplandirilabilir. Birincil olaylar glikoliz, lipoliz ve proteoliz
gibi enzimatik reaksiyonlar olarak siralanabilir (Neves vd. 2010). ikincil olaylarda ise yag
asitlerinin ve amino asitlerinin katabolizmas1 bulunmaktadir. Ikincil biyokimyasal
olaylarin triinleri birgok ugucu tat bilesiginin gelisimini dogrudan etkiler (McSweeney
ve Sousa 2000). Mikroorganizmalar peynirin olgunlastirilmasinda ikincil starter kiltiir
olarak kullanilmaktadir. Bu mikroorganizmalar, birincil asit iireten baslangic
kiltlirlerinin karisimlarina eklenen katki maddeleri olarak bilingli bir sekilde kullanilirlar
(Parente ve Cogan 2004). Laktik asit {iretimine herhangi bir fonksiyonlar1 olmamakla
beraber sadece olgunlagsmada yer alirlar. Temel rolii cesitli enzimatik sistemleri
araciligiyla biyokimyasal degisikliklere katkida bulunmaktir (El-Soda vd. 2000). Bu
mikroorganizmalar siit i¢ine dahil edilebilecegi gibi peynirin yiizeyine bilingli bir sekilde
uygulanabilirler (Fox vd. 2000; Cogan 2014). Mavi, peynirlerde, P. roqueforti,
Camembert peynirinde P. camemberti ve Isve¢ tipi peynirde Propionibacterium

freudenreichii sp. shermani en ¢ok kullanilan ikincil suslardir (Oztiirkoglu Budak 2016).
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fleri enzimatik faaliyetleri (lipolitik ve proteolitik) ile peynire has tat, koku ve aroma
kattig1 i¢cin Penicillium cinsi kiifler olgunlasma asamalarinda kullanilmaktadir. Peynirin
olgunlagma siireci, siite maya ilave edilmesiyle baslar ve belirli bir zaman alir. Bu siirecte
makro molekiillii peptitler aminoasitlere kadar pargalanir. Lipidler serbest yag asitlerine
doniisiir ve laktoz piriivik, laktik aside doniisiir. Bu olaylar peynirin aromasini olusturan
amino asitler, serbest yag asitleri, organik asitler ve ugucu maddelerin olusumuna yol agar
(Hayaloglu ve Ozer 2011). Diinyada P. Roqueforti suslar1 Rokfor, Gorgonzola, Stilton ve
Danish Blue gibi peynirlerde kullanilmaktadir (Kavanagh 2011). Uretimde kullanilan
farkli suslar, peynirde ¢esitli renklerde kiiflerin olusmasina neden olabilir. Peynir ¢esidi
olarak Gorgonzolada sarimsi ya da mavi renk gelistiren P. roqueforti susu tercih
edilirken, koyu yesil renk gelistiren suslar Stilton, Danablu veya Raquefort tarzi

peynirlerde kullanilir (Hayaloglu ve Ozer 2011).

Peynir olgunlagmasindaki en 6nemli biyokimyasal olaylardan biri proteolizdir ve peynir
proteinlerinin hidrolizini igerir. Su igermeyen biiyiilk peptitlerden orta ve kiiciik
¢oziinebilir peptitlerin ve serbest amino asitlerin olusmasina yol agar. Ayrica proteoliz
genelde peynirin duyusal ve dokusal 6zelliklerinin gelisimi i¢in en 6nemli siireg olarak
kabul edilir (Fox 1989; McSweeney 2004). Proteoliz ikincil mikrobiyatadan gelen
proteaz ve peptidazlar tarafindan katalize edilir. Ozellikle yiizey kiifii ile olgunlasmis
peynirlerde ¢ok giiclii proteolitik sisteme sahip ikincil kiiltiirleri nedeniyle genis ¢aph
proteoliz meydana gelir (Fox vd. 2000). Proteoliz peynir olgunlagmasina su yollarla

katkida bulunur:

1. Peptid ve amino asit olusumu yoluyla dogrudan lezzet katkis1 veya amin asit, tiyoli
tiyoester vb. yoluyla dolayl katki,

2. Cigneme sirasinda daha fazla duyusal bilesigin salinmasi,

3. NHsolusumu yoluyla pH degisiklikleri,

4. Protein ag1 ayrismast, pH artis1 ve yeni olusan amino ve karboksil gruplar tarafindan
daha fazla su baglanmasi nedeniyle peynirin dokusunda degisiklikler (Fox 1989;
McSweeney 2004).
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Proteolizin genis capli bir gostergesi de aminoasit katabolizmasi olup kiif ile olgunlagan
peynirlerde cok 6nemlidir (Fox vd. 2000). Amino asitlerin katabolizmasi transaminasyon,
dekarboksilasyon, desiilfiirasyon, deaminasyon ve amino asit yan zincirlerinin hidrolizi
gibi siiregleri igerir. Bu siire¢lerin sonunda karboksilik asitler, aminler, NHs, COo,
aldehitler, alkoller, tiyoller, siilfiir bilesikleri, fenoller ve hidrokarbonlar gibi genis bir
bilesik yelpazesi iiretilir ve bunlar bir¢ok peynir ¢esidinde 6zellikle 6nemlidir (Fox vd.

2000; Yvon ve Rijnen 2001).

2.9.3.3 Viral proteazlar

Bu proteazlar viriislerin genetik materyalleri DNA ve RNA tarafindan kodlanirlar. Hiicre
ici enzimlerdir (Steinkuhler 2008). Viral proteazlar, AIDS ve kanser gibi hastaliklarin
artmasiyla yakindan iligkili oldugu diisiiniilmiistiir ve bu hastaliklara neden olan viriis
proteinlerinin fonksiyonlarini anlasilmasi agisindan biiyiik bir 6nem tasirlar. Pek gok
viriiste, serin, aspartik ve sistein peptidazlari bulunur ve tiim bu enzimler endopeptidaz
ailesindendir. Bu tarz hastaliklarin yayilmasi ve 6liimciil etkilerini engellemek amaciyla
etkili inhibitorlerin tasarimi miimkiin kilabilmek icin viral proteazlarin iic boyutlu

yapisina ve bu yapilarin sentetik inhibitorlerle etkilesimine odaklanmistir (Rao vd. 1998).

2.10 Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Kiiltiir ortamlarindan elde edilen siipernatantlar Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi yontemi ile proteaz enzim aktivitesinde proteinlerin boyutlarindan yola
cikarak degerlendirme yapmak i¢in kullanilmistir. Numuneyi denatiire edici ve
indirgeyici kosullar altinda 1sitarak proteinler acilir ve SDS molekiilleri ile kaplanir,
polipeptit zincirinin uzunluguna orantil1 yiiksek bir negatif yiik kazanir. Bir jel matrisine
yiiklenip elektrik alanina yerlestirildiginde, negatif yiiklii protein molekiilleri pozitif
yiiklii elektroda dogru go¢ eder ve molekiiler elek stizme etkisiyle ayrilir. Protein spesifik
bir boyama teknigi ile gorsellestikten sonra, proteinin gé¢ mesafesinin bilinen molekiiler
agirligina sahip bir standartla karsilastirarak protein boyutu tahmin edilebilir (Sambrook
vd. 1989; Roy ve Kumar 2014).
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SDS-PAGE ile genis bir protein yelpazesini ayirmak igin en yaygin kullanilan jel sistemi
Laemmli sistemidir. Bu sistem, bir y1gin jel bileseni (proteini elektroforetik kosunun
basinda keskin bantlara odaklamaya yardimci olan) ve proteinleri agirliklarina gore
ayirmak i¢in degisen akrilamid jel yiizdelerini igeren bir ¢ozelti jelinden olusan tris-glisin
jelleri kullanilir. Bu klasik sistem kullanilan tampon sisteminin pH’s1 ve iyonik giiciiniin,
jeli ¢alistirmak icin kullanilan tamponlardan (Tris pH 8.3) farkli oldugu bir kesikli,
tampon sistemi kullanir. Y1gin jel i¢in kullanilan tamponun pH’s1 (Tris pH 6.8) ve ¢ozelti

jel (Tris pH 8.8) i¢in kullanilan tamponlar farklidir (Laemmli 1970).

2.11 Proteazlarin Kullanim Alanlar

Proteazlar, gida sanayinde kullanilan en onemli gruplarindan biridir. Endiistriyel
proteazlar diinya genelinde endiistriyel enzim pazarinin %65’ten fazlasini olusturan en
genis kategoriye aittir. Proteazlar genis substrat Ozelliklerinden dolayr deri isleme,
deterjan endiistrisi, protein hidrolizatlarinin iiretimi, farmasotik endiistri, biyosentez,
biyotransformasyon ve gida endistrisi gibi bircok endiistriyel uygulamada

kullanilmaktadir (Agrawal vd. 2004; Fogarty ve Kelly 2012; Wang vd. 2009).

2.11.1 Gida endiistrisi

Proteazlar gida endiistrisinde aroma ve olgunlastirma amaciyla kullanilir. Siit ve siit
iriinleri endiistrisinde piht1 olusumunu artirma, olgunlastirmayi hizlandirma, raf dmriinii
uzatma, aroma, lezzet ve renk gibi 6zellikleri gelistirmede rol oynar. Rennet, kimozin ve
pepsin enzimlerinin kombinasyonundan olusur. Peynir tiretiminde kullanilan mikrobiyal
rennet Uretilen peynirlerin %33’iinde kullanilmaktadir (Qureshi vd. 2015). Peynir
yapiminda kullanilan proteazlarin temel gorevi proteinlerdeki peptit baglarini hidroliz
ederek siitiin pihtilagmasini saglamaktir. Peynir tiretiminde genellikle asidik proteaz olan
ve kazeine kars1 yiiksek ozgiillik gdsteren kimozin kullanilir. Kimozindeki artis gec
olgunlagsma ve lezzeti arttir. Zamanla genetik olarak giivenli kabul edilen organizmalar
araciligiyla rekombinant kimozin tiretimi baslamistir (Akin 2003; Cakmake1 vd. 2017,
Souza vd. 2022).
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Firincilikta proteazlar ekmegin kalitesini ve esnekligini arttirmak i¢in kullanilir. Ayrica
proteazlar gluteni sindirebilirler, bu yiizden ¢olyak hastaligi olanlar i¢in glutensiz
yiyeceklerin iiretilmesine olanak tanir (Kieliszek vd. 2021; M’hir vd. 2014). Biskiivi
sanayisinde sik¢a kullanilan proteazlar hamurda yumusamayi geciktirmek igin
kullanilirlar. Bu yiizden 6zellikler kraker tiretiminde ¢ok 6nemlidir (Fogarty ve Kelly
2012).

Et ve et iirlinlerini yumusatmak amaciyla proteazlar kullanilir. Bunun i¢in mikrobiyal ve
bitkisel proteazlar kullanilir. Yumusatma i¢in iyi bir sonug¢ almak i¢in bitkisel proteazlar

agirhikli  olmak tizere bitkisel ve mikrobiyal proteazlarin birlikte kullanilmasi

gerekmektedir (Abdel-Naaem ve Mohamed 2016).

Bira iiretim agamalarinda proteazlar kullanilmaktadir. Bitkisel proteazlar malt yapim ve
mayseleme asamalarinda kullanilir. Fisin ve papain gibi proteazlar fermentasyonu ve malt
tretimini iyilestirmek, depolamada kalite arttirmak igin kullanilmaktadirlar. Ayrica
birada 6nemli bir kriter olan berraklik i¢in proteazlar kullanilir. Proteinler proteaz ile
coziinerek bulaniklik azaltilir. Ayrica meyve suyu diger alkollii igeceklerde de berraklik

i¢in proteazlar kullanilir (Gomaa 2018).

Yiiksek protein igerigine sahip olan soya fasulyesinden elde edilen soya soslarinda
proteaz enzimleri kullanilmaktadir. Alkali ve nétral proteazlar (fungus kaynakli) bu
soslarin yapiminda kullanilmaktadirlar. Bu anlamda en ¢ok kullanilan tiir Apergillus

oryzae’dir (Machida vd. 2005).

2.11.2 Deterjan endiistrisi

Enzimlerin kullanildig1 endiistriyel uygulamalarin basinda deterjan endiistrisi
gelmektedir. Toplam enzim kullaniminin %25-30‘unu olusturmaktadir. Proteazlar kan,
viicut salgilart ve cesitli yemek lekelerini sindirmektedirler. Yikama verimliligini
arttirmak i¢in deterjan formiil recetelerinde temel bilesen olarak proteazlar

kullanilmaktadir. Deterjan formiillerinde bu enzimlerin kullanilabilmesi i¢in az miktarda
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kullanilmali, sicaklik ve pH olarak genis aralikta aktif olmalidirlar (Baweja vd. 2016;
Cherif vd. 2011; Grbav¢ié¢ vd. 2011; Sumantha vd. 2006).

2.11.3 Tekstil endistrisi

Proteaz enzimi, diisiik sicaklarda yikandiktan sonra yiin ve ipek kumaslarin kalitesini
koruyarak kumaglarin dmriinii artirabilir. Kimyasallarin yerine kullanilabilirler. Bazi
kumas tiirlerinin solma, agartma islemleri i¢in ve biyolojik olarak temizliklerinde
kullanilirlar. Ayrica proteaz enzimleri poliamid yiizeyini hidroliz yaparak kumaslarin
kimyasallar kullanilmadan islenmesini saglar, bu da etkili tekstil iiretimini kolaylastirir
(Alan vd. 2022; Furhan 2020). Kumas iiretimi i¢in gereken malzemeler yiin, ipek, kagmir
gibi farkli lif yapilarina sahiptir. Protein tabanli liflerin 6zellikleri amino asit tiirii, miktari
ve konumuna bagl olarak belirlenir. Bu ozelliklere gore yiin esash {iriinler liflerin
esnekligini saglamak, dogal kirden arindirmak ve daha beyaz bir renk elde etmek icin
papain, pronase ve pepsin gibi enzimlerle islenir. Bu enzimatik islemleri, kimyasal
maddeye olan ihtiyacini azaltir, zaman ve enerji tasarrufu saglar (Duran vd. 2007;

Karmakar 1999).

2.11.4 Deri endiistrisi

Derinin geleneksel isleme yontemleri, toksik kimyasallarin kullanimi nedeniyle ¢evre igin
zararhdir. Cevreyi kirlettigi icin canli organizmalar i¢in tehlikeli kabul edilir. Bununla
beraber derinin enzimatik islenmesi kullanildiginda kimyasal isleme kaynakli sorunlar
basariyla ve kolayca ¢oziilebilir ayrica deri isleme siirecinde enzimlerin uygulanmasiyla
cevresel kirlilik azalirken, deri kalitesi de onemli Ol¢iide artmistir. Derinin fibriller
olmayan proteinlerinden kurtulmak ve derinin olmayan kollajen bilesenlerini par¢alamak
icin basariyla kullanilabilir. Alkalin proteazlarin kullanilmasi hizli su emilimini sagladig:
igin sirkelenme siiresini onemli Glglide azaltabilir (Choudhary vd. 2004; Jaouadi vd.
2013). Ayrica alkalin proteazlarin tiir alma islemi sirasinda sodyum kloriir ve kire¢ hidrat
ile kullanilmasi endiistride atik bertarafini azaltir. Bu nedenle, enerji ve zaman tasarrufu

yapmak, atik tehlikesini azaltmak ve deri kalitesini arttirmakla beraber ¢cevre dostu isleme
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katkida bulunmak i¢in alternatif proteazlarla yapilan deri islemidir (Adrio ve Demain
2014; Zambare vd. 2011).

2.11.5 Kagit ve fotograf endiistrisi

Kagit endiistrisinde makinalarda olusan kalin biyofilm tabakalarini temizlemek i¢in lipaz
ve glikosidazlarla beraber proteazlar kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin birbirine
yapigsmasinda ve canli, cansiz maddelere yapismasinda, mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen ekstraseliiler polimerik maddeler rol oynamaktadir. Bu polimerik maddelere

proteinden olusmaktadir. Bu yiizden biyofilm temizliginde en ¢ok proteazlar kullanilir

(Nahar vd. 2018).

Proteazlar ayrica fotografcilik sektoriin de de kullanilir. Fotograf filmlerindeki jelatin
tabakas1 %1.5-2 civarinda glimiis igerir. Filmlerin yakilmasiyla ytlizeydeki glimiis geri
kazanilir. Ancak bu durum geri doniisii olmayan ¢evresel kirlilige yol agar. Jelatinle baglh
glimiis protein tabakasi, proteolitik enzimlerle tedavi edilerek ¢ikarilabilir. Jelatinin
enzimatik hidrolizi, sadece giimiis geri kazanimini saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda

poliester esasl filmin tekrar kullanilabilir hale gelmesine olanak tanir (Gupta vd. 2002).

2.11.6 Tlac¢ ve kozmetik endiistrisi

Alkali proteazlar, tibbi 6nem tasiyan uriinlerin gelistirilmesinde kullanilir. Yaniklar,
yatak yaralari, apseler ve derin enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilirlar. Ayrica enzim
takviyeleri, viicutta birtakim gereksinimleri gidermek ya da enzim ihtiyacini karsilamak
igin tdretilir. Sindirim sistemine destek saglamak icin de iretilen ilaglarda proteazlar
kullanilir (Kudrya ve Simonenko 1994; Kim vd. 1996). Kozmetik alaninda giiniimiizde
cilt bakimi, dis hijyeni, sa¢ bakimi ve kontakt lens bakiminda artan ihtiyaclar nedeniyle

enzim kullanimi hizla artmaktadir (Gerze 2003).
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2.11.7 Atik endistrisi

Enzimler sanayi ve evsel atik yonetiminde kullanilmaktadirlar. Bu atiklar, sadece tiim
canlilar i¢in degil, ayn1 zamanda g¢evre i¢in de tehlikeli olmalarinin yani1 sira igerdikleri
toksik kimyasal maddelerle one ¢ikarlar. Ozellikle toksik olarak zararli olan bu
maddelerin zararsiz hale donistiiriilmesi i¢in enzimler (proteaz, lipaz, karbohidraz,
oksidorediiktaz) kullanilir. Cogunlukla mikrobiyal kaynakli olan bu enzimler tek basina
ya da birlikte kombine edilerek kullanilabilirler (Singh vd. 2016). Proteazlar sucul
sistemlerde de kullanilmistir. Burada kullanilan enzimler sistemdeki oksijen ihtiyacini
azaltmak icin kullanilmaktadir; bunu da protein igeren atiklari ¢oziindiirerek
yapmaktadirlar. Kiimes hayvanlarindan elde edilen atik tliyler proteaz enzimleri ile

muamele edilerek protein i¢eren yem katki maddeleri elde edilmistir (Gupta vd. 2002).

2.12 Tiirkiye’de Uretilen Kiiflii Peynirler

Tiirkiye’de ¢ok ¢esitli peynir tiirleri tiretilmektedir. Endiistriyel olarak {iretilen peynirlerin
yaninda ¢ok ¢esitli yoresel peynirler de iiretilmektedir. Bu ¢esitli peynirlerden biri de
kiiflii peynirlerdir. Ancak bu yoresel peynirlerin iiretiminde kalite ve standardizasyon
konusunda sikintilar yasanmaktadir. Her peynir farkli sekilde iretilmektedir. Bu
cesitlilik, farkli tiretim teknikleri, kalite ve standart saglanamamasi gibi sebeplerden kiiflii
peynirlerin tiretimi i¢in daha etkili yontemlerin gelistirilmesi, eksiklerin giderilmesi bir

gereklilik haline gelmistir (Ozgoren ve Seckin 2012).

Ulkemizde iiretilen ydresel kiiflii peynirlere Divle Obrugu civarinda “Divle Obruk Tulum
Peyniri”, “Konya Kiiflii Peyniri”, Mersin ve civarina ait “Kiiflii Tulum Peyniri”, Erzurum
bolgesinde “Gogermis Peyniri”, Kayseri Comlek Peyniri, Isparta Kiiflii Comlek Peyniri,,
Artvin ve Ardahan yoresine ait “Gorcolo Peyniri”, Yusufeli Kiiflii Koy Peyniri, Dogu
Anadolu bolgesinde “Tomas Peyniri”, Konya Cihanbeyli Kiiflii Peyniri ¢esitleri 6rnek
verilebilir (Ozgoren ve Seckin 2012; Hastaoglu vd. 2021). Bu calismada Divle Obruk

Peynirinde kullanilan kiif suslar1 kullanildigindan bu peynir agiklanmaistir.
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2.13 Divle Obrugu Tulum Peyniri

Divle Obrugu Tulum Peyniri ¢ig, yarim yagli koyun siitiinden yapilan yar1 sert bir
peynirdir. Geleneksel olarak siitiin en ¢ok oldugu ilkbahar déneminde Karaman’da
iiretilir. Karaman’in Ayranci Ilgesi Ucharman koyiinde bulunan magaralarda
olgunlagtirilir. Divle magaras1 daglarin i¢inde biiylik bir bosluktan olusur ve 70 metre

derinliktedir.

Peynirler geleneksel yontemle basta starter kiiltiir kullanilmadan iiretilir. Magarada 4 ay
siiresince keg¢i derisinden olusan tulumlara basilarak olgunlastirilir. Bu peynirin
magaradaki olgunlagsma siirecinden kaynaklanan kendine 6zgii 6zellikleri vardir. Bu
stiregte sicaklik 8-10 °C, nem ise %85-90 seviyelerindedir. Ke¢i derisi tulumlari
olgunlagsmanin baglangicinda mavi-yesil renktedir. Olgunlasmanin 60. giiniinden sonra
kirmizi renge donlismektedir. Bunun sebebi peynir cevresinden ve magaradan
kaynaklanan mikroorganizmalarm varligidir (Oztiirkoglu Budak 2016; Tekinsen ve Ucar

2007).
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Cig Koyun Siitii

Standardizasyon
(Yarim Yagl)

Rennet Ilavesi
(30-32 °C’de 80 dk)

|

Piht1 olugumu ve
kiigiik parcalara ayirma

|

Peynir alt1 suyunun
uzaklastirilmasi
Stizme (2-3 saat)

Baski altinda (1 gece)

Telemenin yikanmasi
(1 giin boyunca)

)

Teleme suyunun siizillmesi
(1 gece)

Telemenin kurumasi 1¢in oda sicakliginda bekletilmesi

Telemenin parcalanmasi
tuzlanmasi

|

Keg¢i derisine doldurulmas:
ve agzinn dikilmest

|

On olgunlagtirma
(15-20 °C, 7-10 giin)

}

Magarada peynirin olgunlagtirilmasi
(4-5 °C, %80 nem, 4-5 ay)

Sekil 2.2 Divle Obrugu Tulum Peyniri tiretim akis semasi
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2.14 Matematiksel Modelleme

Matematiksel modelleme, incelenen sistemin karmasik iliskilerini temsil eden bir yapidir.
Bu model, matematiksel denklemler, grafikler, tablolar veya neden-sonug iliskilerinin
belirli bir diizenlenmesini igerebilir. Sistem biyoreaktor, hiicre kiiltiirii, enzim
reaksiyonlar1 gibi ¢esitli operasyon birimleri olabilir. Tlgi degiskenleri besleme hizi,
sicaklik, pH seviyesi, karistirma hizi, inokulum kalitesi ve isletme maliyeti gibi faktorleri
icerebilir. Bu matematiksel model, sistemin nasil davranacagini anlamamiza yardimci
olur. Ornegin sicakligi arttirdigimizda ya da glikoz konsantrasyonunu azalttigimizda

sistemde nasil degisiklikler olacagini tahmin edebiliriz (Mavituna ve Sinclair 2008).

Calismamizda modelleme bagimsiz degisken parametrelerinin degerlerini ii¢ boyutlu
grafik {lizerinde gormemizi saglamistir ve degisken parametrelerinin birbirini nasil
etkilediklerini gdrmemize olanak tanimistir. Bu sayede calismamizda her sus i¢in 27
degisken parametresinden elde edilen proteaz enzimi aktivite degerlerini modelleme ile

tek bir grafikte gdzlenmistir ve gorsel olarak kolay anlasilir bir grafik ortaya konulmustur.

Cizelge 2.4 Modeli olusturan degiskenler (Mavituna ve Sinclair 2008)

MODEL
Caligilan ilgi degiskenleri arasindaki iliskiler kiimesi

1- Durum Degigkenleri
2- Ara Degiskenler

3- Caligilan Degiskenler
4- Kinetik Degiskenler

5- Sitokiyometrik Parametreler

Bu model ayn1 zamanda ekonomik agidan 6énemli olan basa bas noktasini belirlemek gibi
sorular1 da ele alabilir. Ornegin belirli ¢alisma kosulu altinda isletmenin karliligini
saglamak i¢in gereken minimum {iretim miktarin1 ve maliyetini hesaplayabiliriz.
Modelleme bilim, miihendislik ve endiistri gibi bir¢ok alanda kullanilir. Bu modeller,

karmagik sistemleri anlamamiza gelecekteki degisiklikleri tahmin ve optimize etmemize
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yardimci olur. Boylece daha verimli ve etkili ¢oziimler tiretebiliriz (Mavituna ve Sinclair
2008).

Miihendislik alanlarinda enstriimantasyon, 6l¢iim, bilgi teknolojisi, molekiiler biyoloji ve
yiiksek verimli tekniklerdeki gelismeler sayesinde niceliksel ve niteliksel veri, bilgi
miktarinda biiyiik bir artis yasanmaktadir. Bu verilerin anlam kazanabilmesi ig¢in
aralarindaki iliskileri ve baglantilar1 bulmak gereklidir. Bu amagla ¢esitli yazilim araglari
mevcuttur. Ancak bu iligkileri ve baglantilar1 kurmak ve anlamak basit bir siire¢ degildir.
Bu iligkiler dongiisel bir yapiya sahiptir. Be nedenle dongiiyli baslatmak icin sadece ver
ve gozlemlerle baslamak yeterli olmayabilir. Baglangi¢c noktasi olarak bir hipotezle
baslamak gerekir. Daha sonra bu hipoteze dayali basit bir model olusturmak ve bu modele
dayali deneyler tasarlamak onemli bir adimdir. Bu hipotez ve modele dayali deneyler
hipotezin dogrulugunu test etmek, modelin tahmin yeteneklerini degerlendirmek icin
yapilir. Tahmin modellerinin sonuglari, deneysel sonuglarla karsilastirilarak test edilir.
Bu siireg bilgiyi anlamlandirmak ve gelecekteki olaylar1 6ngérmek i¢in dnemli bir aragtir

(Mavituna ve Sinclair 2008).

Bir mikroorganizmanin farkli suslar1 arasinda performans karsilastirmasi yapmak bu
modellerin olusturulmasi i¢in 6nemli bir uygulamadir. Bu matematiksel modeller
mikroorganizmalarin belirli bir ortamda nasil biiylidiiklerini ve metabolize ettiklerini
gosteren spesifik gelisim hizi ya da protein iiretim orani gibi niceliksel tanimlamalara
dayanabilir. Bir model kullanilarak hiicrelerin bir biyoreaktdrde ne kadar hizli gelisecegi
tahmin edilebilir. Boylece uygun inokulum miktar1 ve fermentasyon baslama zamani
belirlenebilir. Bu deneylerin daha etkili bir sekilde planlanmasina ve kaynaklarin daha
verimli kullanilmasina yardime1 olabilir. Modeller ayn1 zamanda bilimsel iletisimde de
onemli bir rol oynar. Model bazli tanimlamalar farkli disiplinlerden bilim insanlar1 ve
mithendisler arasinda iletisimi kolaylastirir. Ayrica bu modeller bazen goz ardi edilen
veya diisliniilmeyen faktorleri vurgular. Boylece daha kapsamli ve dogru sonuglara

ulagmak i¢in yeni deneylerin yapilmasina olanak tanir (Mavituna ve Sinclair 2008).

Modellerin etkili bir sekilde kullanilabilmesi i¢in dongiisel prosesler lizerinden 6zgiin ve

saglam bir model olusturulmalidir. Mevcut hesaplamali yazilimlarin uydurma
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yaklasimlaria egilimli oldugu g6z oniinde bulundurulmalidir. Ancak model olusturma
slirecinde basit polinom denklemlerine dayali egri olusturma yerine fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ve anlamlari olan denklemlerle iliskilendirilmis modeller olusturulmalidir.
Ayrica modelin dogrulugunu degerlendirmek i¢in model parametrelerinin tahmin
edilmesi dnemlidir. Bu bagimsiz bir deneme seti kullanilarak modelin gercek diinyadaki
basarisini test etme firsati saglar. Deneme verilerinin analizi sirasinda dikkate alinmasi
gereken deneysel hatalar model dogrulama ve tahmininde kritik bir rol oynar. Modelleme
siirecinde veri setinden yliksek derecede hata iceren verilerin ¢ikarilmasi gerekebilir. Bu
nedenle denemelerin, 6rneklemelerin ve analizlerin dikkatlice planlamasi ve ¢cogaltilmasi
onemlidir. Gergek diinyada negatif konsantrasyonlarin olmamasi ve sistem degiskenleri
ile parametrelerinin belirli teknik, biyolojik, kimyasal, fiziksel sinirlamalara tabi olmasi
gibi kisitlamalar1 unutmamak da 6nemlidir. Bu kisitlamalar modelleme siirecinde dikkate
alinmalidir. Olusturulan modeller bu gercekliklere uygun hale getirilmelidir. Bu dikkatli
ve sistematik yaklasim modellemenin dogrulugunu arttirarak gercek diinyadaki

uygulamalarda daha giivenilir sonug¢ elde etmemize olanak tanir (Mavituna ve Sinclair

2008).

2.15 Proteaz Aktiviteleri ile Yapilan Daha Onceki Cahsmalar

Berikten ve Kivang (2021) yaptig1 arastirma calismasinda farkli kiif tiirlerinin enzim
tireticisi olarak en uygun olanlarim1 belirlemeye ¢alismigtir. Calismasinda Humicola
insolens, Lichtheimia corymbifera, Rhizomucor pussillus, Melanocarpus albomyces,
Aspergillus  fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus terreus kif tiirlerini
kullanmislardir. En iyi proteaz iireticisi tiiriiniin Aspergillus fumigatus oldugunu tespit

etmislerdir.

Sayedi (2021) 1stya direngli kiiflerin proteaz aktivitelerinin incelenmesi lizerine ¢alisma
yapmustir. Penicillium sp., Talaromyces sp., Paecilomyces sp., Hamigera ve Aspergillus
sp. suslariyla yapilan ¢alismada en yiiksek proteaz iiretme yeteneginin Penicillium sp.
suslarinin oldugunu tespit etmistir. Sirasiyla proteaz enzimi iiretme yetenekleri yiiksekten
diistige Penicillium janczewskii, Penicillium sp., Penicillium turbarum ve Penicillium

turbatum suslari oldugunu ortaya koymustur.
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Ozturkoglu-Budak vd. (2016b) Divle Obruk peynirinden izole ettigi mikroorganizma
suslart ile yaptig1 ¢aligmada ¢esitli mikroorganizmalarin (maya, kiif ve bakteri) proteaz
aktivitelerini arastirmistir. Skim-milk agar besiyerinde yaptigi arastirmada en iyi proteaz
aktivitelerini kiiflerde gozlemistir. Kiif suslarin1 10 giin, pH 5, 15 °C’de inkiibe etmistir.
16 farkl kiif tiiriinde en yiiksek proteaz aktivitesini sirastyla Penicillium brevicompactum
(14.19 U/mg), Penicillium corylophilum (13.44 U/mg), Penicillium chrysogenum (11.85
U/mg), Penicillium polonicum ve Penicillium cavernicola suslarinda tespit etmistir. Bu
suslardan elde edilen enzimler peynir endiistrisinde kullanilmak iizere saflastirilarak

kullanilabilecegi sonucuna varmaistir.

Ozkan (2010) baz kiif tiirleriyle, kiiflerin en iyi proteaz aktivitesini sagladig1 kosullari
bulmay1 amaglamistir. Yaptigi ¢alismada Penicillium chrysogenum, Penicillium piceum,
Trichothecium roseum ve Aspergillus wentii ve kiif tiirlerini kullanmustir. Bu tiirler
arasinda Trichothecium roseum’un en yiiksek proteaz aktivitesine sahip oldugu bundan
sonraki en yiiksek aktivitenin ise Penicillium chrysogenum susuna ait oldugunu
belirlemistir. Yapilan optimizasyon calismasinda 280 nm dalga boyunda dlgiilen
absorbans degerleri sonucunda optimum kosullarin 40 °C’de pH 6.5 ve 10 dakika

inkiibasyon siiresi oldugunu tespit etmistir.

Korcan vd. (2007) yaptig1 ¢alismada Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Penicillium
cinsi kiiflerin enzim firetme yeteneklerini incelemislerdir. 390 farkli Penicillium
kiiltiirtinden 135 kiiltiiriin proteaz iirettigini gézlemlemislerdir. Elde ettikleri sonugta bu
kiiflerden sadece Penicillium cinsi olanlarin proteaz iiretme yeteneklerinin en yiiksek

oldugunu degerlendirmislerdir.

De Vries vd. (2004) Aspergillus cinsi kiiflerle protein iiretimi ile ilgili caligma yapmis ve
yaptig1 calismada proteaz aktivitelerini tespit etmistir. En yliksek proteaz aktivitesi
Aspergillus niger CBS 120.49, Aspergillus vadensis CBS 113365, Aspergillus
tubingensis CBS 643.92 suslar1 igin pH 4’te; Aspergillus foetidus CBS 115.52,
Aspergillus japonicus CBS 114.51, Aspergillus sojae ATCC 20387 suslart i¢in pH 6;
Aspergillus oryzae ATCC 20836 susu i¢in pH 8 oldugunu tespit etmistir.
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Gildiken (2022) endiistriyel alanda yerli proteaz cesitliligini arttirmak i¢in calisma
yapmustir. Pseudoxanthomanas taiwanensis, Tepidomomas sp., Bacillus subtilis, Bacillus
sp. ve Brevibacillus borstelensis mikroorganizma tiirleriyle proteaz aktivitelerini tespit
etmistir. Yaptig1 calismada 660 nm dalga boyunda Olgililen absorbanslari sonucu
hesaplanan en yiiksek proteaz aktivitesinin Brevibacillus borstelensis tiiriinde 50 °C ve

pH 12°de oldugunu tespit etmistir.

Asar (2016) yaptig1 arastirmada Bacilllus mageterium tiirii bakteriyle proteaz
aktivitelerini deterjan endiistrisinde kullaniminin iyilestirilmesini amac¢lamistir. Yaptigim
calismayla benzer olarak bu ¢alismada da yagsiz siit tozu besi yeri kullanarak zamana
bagli en yliksek proteaz aktivitesini 72. saatte tespit etmistir. 660 nm dalga boyundaki

absorbans degerleri ile maksimum aktivite pH 8 ve 30 °C’de bulmustur.

Demir (2020) yaptig1 ¢alismada Bacillus sp. EBTAG izolatin1 segerek endiistri alaninda
proteaz 1lretici olmasit i¢in kosullart arastirmistir ve modellemesini yapmistir.
Optimizasyon sonucu 600 nm dalga boyunda o6l¢iilen absorbans degerleri sonucu
optimum proteaz lretiminin 30 °C pH 9 ve 15 g/L maya 06ziitli konsantrasyonunda

oldugunu tespit etmistir.

Temel (2015) yaptig1 calismada Bacillus sp. P22 yerel izolatin1 kullanarak alkalen proteaz
iretiminin optimum kosullarini arastirmayr amaglamistir. Yaptig1 calismalar sonucu

proteazin optimum c¢alisma sicakliginin 40 °C ve pH 10.5 oldugunu belirlemistir.

Ayvazoglu (2023) yaptigi calismada Bacillus sp. G17 susunu kullanarak yerli proteaz
tiretimine katkida bulunmay1 amaglamistir. Skimmed Milk Agar besiyerinde 37 °C’de 48
saat inkiibe ederek proteaz iiretmistir. 440 nm dalga boyunda 6l¢iilen proteazin en yiiksek

aktivitesini 50 °C ve pH 8’de tespit etmistir.

Erdogan (2020) yaptig1 calisgmada Bacillus subtilis megatherium bakterisinden proteaz

enziminin saflagtirllmasini ve 6zelliklerinin belirlenmesini amaclamistir. 275 nm dalga
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boyunda elde ettigi sonuglara goére optimum enzim aktivitesinin 60 °C ve pH 8.97°de

oldugunu tespit etmistir.

Degirmen (2019) calismasinda Bacillus subtilis ZBP4 susunun proteaz aktivitesini
inceleyerek optimum kosullarini tespit etmeyi amaglamistir. UV-VIS spektrofotometrede
280, 600 nm dalga boyunda dSlgiilen proteaz enzim aktivitesinin en iyi kosullarinin 60 °C

ve pH 8’de oldugunu tespit etmistir.

Tolan (2015) Bacillus sp. MTO01 susu ile yaptigi ¢alismada hiicre dis1 proteaz enzim
aktivitesi optimum kosullarini arastirmistir. 280 nm dalga boyunda 6l¢tiigii absorbans ile
elde ettigi sonugta maksimum enzim iiretim zamaninin 50 °C ve pH’smin ise 7.5

oldugunu tespit etmistir.

Bdewe (2020) yaptig1 ¢alismada Bacillus cinsi bakterilerden Bacillus cereus bakteri
tiriinii kullanmistir. Proteaz iiretiminin en iyi inkiibasyon siiresinin 24 saat oldugunu
belirlemistir. 280 nm dalga boyunda Sl¢iilen proteaz aktivitesinin optimum sicakliginin

37 °C ve pH’nin ise 8.5 oldugunu tespit etmistir.

Gerze (2003) yaptigi calismada Bacillus subtilis megatherium ve Bacillus polymxa
bakterilerini kullanmistir. 275 nm dalga boyunda 0l¢tiigli absorbans degerleriyle elde
ettigi sonuglarda optimum proteaz aktivitesini Bacillus subtilis megatherium susu i¢in pH
9.14, Bacillus polymxa igin pH 7.02 olarak belirlemistir. Maksimum aktivite degeri her
iki sus i¢in 60 °C oldugunu tespit etmistir.

Seving (2010) yaptig1 ¢alismada izole ettigi Bacillus sp. suslarinin bazi faktorlerin proteaz
aktivitesine etkisini aragtirmistir. 546 nm dalga boyunda absorbans degerlerini
belirlemistir. Belirledigi degerlere gore optimum proteaz aktivitesini 55 °C’de, pH

degerini ise 7 olarak tespit etmistir.

Giingdr (2011) Bacillus suslarina ait proteaz enzimin optimizasyonu ile ilgili arastirma

yapmustir. 660 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans degerlerini 6lgmiistiir.
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Yaptig1 ¢alisma sonucunda belirtilen susta optimum sicakligin 60 °C ve optimum pH’nin

ise 10 oldugunu tespit etmistir.

Ozden (2014) yaptig1 calismada Bacillus subtilis RSKK-11014 susundan elde edilen
proteazin aktivitesinin c¢esitli kosullarda degisimini ve optimum aktivite degerlerini
hesaplamay1 amaglamistir. 660 nm dalga boyunda okunan degerlere gore en yiiksek

enzim aktivitesinin 50 °C’de, pH degerinin 9.5 oldugunu bulmustur.

Giiven Giilhan (2014) yaptig1 ¢alismada izole ettigi Bacillus sp. susunun ¢esitli enzim
aktivite degerlerini hesaplamistir. Bunlarin i¢inden proteaz enzim aktivitesi i¢in 280 nm
dalga boyunda okuma yapmistir. Optimum proteaz aktivite degeri 25 °C, pH degerinin

ise 6 oldugunu tespit etmistir.

Karaman (2023) yaptigi c¢alismada bakteri tiirlerinden Geobacillus thermoleovorans
HBB208 kullanmistir. Bu susun {iretimi, saflagtirmasi ve proteaz aktivitesi lizerine yaptigi
aragtirmada 660 nm dalga boyunda absorbans okumasi yapmistir. Elde ettigi verilerden

optimum sicaklig1 70 °C ve pH 8 oldugunu tespit etmistir.

Gormez ve Glilmiis (2018) yaptiklart ¢aligmada Bacillus pumilus NK14 bakteri izolatinin
leke ¢ikarici olarak kullanilmasi i¢in proteaz aktivitesinin arastirilmasini amaglamislardir.
Aragtirmalarinda 660 nm dalga boyunda elde ettikleri absorbans degerlerine gore

optimum sicakliginin 50 °C ve pH 10°da oldugunu gézlemlemislerdir.

Balachandran vd. (2021) yaptiklar1 calismada Bacillus halodurans susunun bazi
faktorlerin proteaz aktivitesine etkilerini arastirmiglardir. 660 nm dalga boyunda
absorbans degerlerini 6lgmiislerdir. 48 saat inkiibasyon sonucunda maksimum proteaz

aktvitesinin 30 °C ve pH 9’da oldugunu gostermislerdir.

Adetunji ve Olaniran (2020) arastimalarinda Bacillus aryabhattai Ab15-ES susunun

cesitli kosullarda proteaz aktivitelerinin optimizasyonu ve modellemesiyle ilgili calisma
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yapmuslardir. En yliksek proteaz aktivitesini sigir 6ziitii, maltoz i¢ceren kosullarda 40 °C’

de ve pH 7.8’de oldugunu tespit etmislerdir.

Pant vd. (2014) Bacillus subtilis susunun optimizasyon ¢alismalarini yapmislardir. 650
nm dalga boyunda spektrofotometrede okunan degerler kullanmislardir. Maksimum

proteaz aktivitesinin 40-50 °C’de ve pH 7.4’de oldugunu bulmuslardir.

Ozcan ve Corbaci (2017) yaptig1 ¢alismalarda Streptomyces sp. K22 ve K30 suslarmin
proteaz iiretimleri ve aktivitelerini incelemislerdir. Spektrofotometrede 655 nm dalga
boyunda o6l¢iilen absorbans degerlerinden hesaplayarak en yiiksek proteaz aktivitesi
Streptomyces sp. K22 ve K30 suslari i¢in 20 °C’de; Streptomyces sp. K22 susu i¢in pH
6, Streptomyces sp. K30 susu i¢in pH 7’de oldugunu gézlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cig siit

Divle Obrugu Tulum Peyniri iiretimi i¢in Ankara Universitesi Siit Isletmesinden ¢ig inek

siitii ve Konya Ili Kulu ilgesinden temin edilen ¢ig koyun siitii kullanilmistir.

3.1.2 Peynir mayasi (Rennet)

Divle Obrugu Tulum Peyniri iiretiminde kullanmak {izere dana sirdeninden elde edilmis
ve Ankara Universitesi Siit Isletmesinden temin edilen Rennet enzimi 1:16000

kuvvetindeki %100 dana sirdeni, Naturen, Chr Hansen, Tiirkiye) kullanilmistir.

3.1.3 Kiifler

Kullanilan kiif suslari Onceki g¢alismalarimizla geleneksel Divle Obrugu Tulum
Peynirinden izole edilerek molekiiler yontemler ile tanimlanan ve Ankara Universitesi
Siit Teknolojisi Boliimii -20 °C stoklanan saf kiif suslaridir (Ozturkoglu-Budak 2016a).
Kullanilan kiif suslari; Penicillium brevicompactum, Penicillium chrysogenum,

Penicillium cavernicola ve Penicillium corylophilum’dur.

3.1.4 Besiyerleri

Kif suslart Malt Extract Agar (MEA) besiyerinde gelistirilmistir. Hazirlama
prospektiisiine gore uygun oranlarda ¢6zdiiriilen besiyeri 121 °C’de 15 dk sterilizasyon
islemine tabi tutulmus ve dokme sicakligina ulastiginda yayma plak yontemi ile kif

gelistirmek i¢in petri kaplarina dokiilmiistiir.
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3.1.5 Kimyasallar ve cozeltiler

Tartarik Asit Cozeltisi (%10): Petri kaplarinda kullanilan peynirde pH ayar1 yapmak
i¢in kullanilmustir. pH diisiirmek i¢in tartarik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. 10 g tartarik asit

tartilmis ve 100 ml saf su i¢inde manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir.

Sodyum Hidroksit Cozeltisi (NaOH, 2N): Petri kaplarinda kullanilan peynirde pH ayari
yapmak i¢in kullanilmistir. pH yiikseltmek i¢in sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanilmistir
8 g NaOH tartilip 100 ml distile su i¢inde manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir.

Hidroklorik Asit Cozeltisi (HCL, 2N): pH ayari yapmak i¢in kullanilmistir. %37
konsantrasyona sahip HCI’den 16.7 ml alinmig distile su ile balon jojede 100 ml’ye

tamamlanmaistir.

Trikloroasetik Asit (%10): Reaksiyonu durdurmak ve proteinleri ¢oktiirmek igin
proteaz enzim aktivitesi tayininde kullanilmistir. 100 g TCA bir miktar saf su ile manyetik

karistiricida ¢ozdiriilmiistiir. Balon jojede 1000 ml hacme tamamlanmustir.

Trizma Base-Hidroklorik Asit Tampon Cozeltisi (100 mM pH 8 Tris-HCI): 12.11 g
Trisma Base tartilmistir. Manyetik karistiricida bir miktar saf su ile ¢ozdiiriilmiistiir. HC1

ile pH 8’e ayarlanmistir. Distile su ile balon jojede 1000 ml hacme tamamlanmustir.

Tirozin Stok Cozeltisi: Tirozin standart egrisi grafigi ¢izmek i¢in hazirlanmistir. 9.06
mg tirozin tartilmistir. 50 ml 1 mM pH 8 Tris-HCI tamponunda manyetik karistiricida

¢Ozdirilmiistiir.

Kazein Cozeltisi (%1): Kazein ¢ozeltisi proteaz aktivite tayininde substrat olarak
kullanilmistir. Giinliik olarak hazirlanmistir ve buzdolabinda saklanmistir. 1 g sodyum
kazeinat tartilmistir. Su banyosunda 80 °C’de 1 mM 100 ml pH 8 Tris-HCI tamponu
icerisinde  ¢Ozdiiriilmiistiir. Manyetik karistiricidda  ¢oziinmesi  hizlandirilmistir.

Coziindiikten sonra filtre kagidinda stiziilmiistiir.
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Sodyum Karbonat Cozeltisi (%7 Na2CO3): 7 g sodyum karbonat tartilmistir. Manyetik

karistiricida 100 ml saf suda ¢ozdiirilmistiir.

Folin Reaktifi Cozeltisi (1 N): Proteaz enzimi aktivitesi 6lgimiinde reaktif olarak
kullanilmustir. 3 kat seyreltme yapilmistir. 10 ml Folin-ciocalteu’sphenol reaktifi 20 ml

saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Akrilamid-bisakrilamid Stok Cozeltisi (%30): 9.7 g akrilamid ve 0.27 g bisakrilamid

hassas terazide tartilmistir. 33 ml saf suda manyetik karistiricida ¢ézduiriilmiustiir.

Ayirma Jeli Tampon Cozeltisi: 9.075 g Tris tartilmistir. 25 ml saf suda manyetik
karistiricida ¢ozdiriilmiistiir. HCl ile pH 8.8’e ayarlanmustir. Distile su ile hacmi 50 m1’ye

tamamlanmaistir.

Yiikleme Jeli Tampon Cozeltisi: 3 g Tris tartilmistir. 20 ml saf suda manyetik
karistiricida ¢ozdiirtilmiistiir. HCI ile pH 6.8’e ayarlanmistir. Saf su ile hacmi 50 ml’ye

tamamlanmaistir.

Elektrot Tampon Cozeltisi: 8 g Tris, 36 g glisin ve 2.5 g sodyum dodesil siilfat
tartilmistir. Manyetik karistiricida hacmi saf su ile 500 ml’ye tamamlanmistir. Cozelti

kullanilmadan 6nce 5 kat seyreltilmistir.

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (%10): 1 g sodyum dodesil siilfat tartilmigtir. 10 ml saf

suda manyetik karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir. SDS haftalik olarak hazirlanmstir.

Amonyum Persiilfat (APS) (%10): 1 g amonyum persiilfat 10 ml saf suda manyetik

karistiricida ¢ozdiiriilmiistiir. APS giinliik olarak hazirlanmistir.
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3.2 Yontem

Calismada oncelikle Divle Obrugu Tulum peyniri iretilmis ve taze olarak kiiflerin
gelistirildigi besi ortami olarak kullanilmistir. Kiiflerin peynir besi ortaminda proteaz
enzim tUretimini degerlendirmek igin peynirin tretildigi magara kosullar1 g6z 6niinde
bulundurularak parametreler se¢ilmistir. Bu diisiinceden yola ¢ikilarak pH, sicaklik ve
stire olmak iizere ii¢ parametre secilmistir. Her bir parametre i¢in 3 deger secilmistir: pH
4.7,5.0, 5.3; sicaklik 15, 20, 25 °C; ve siire 7, 11, 14 giin. Tiim parametrelerin birbirine
olan etkilerini incelemek amaciyla, parametrelerin birbirleri ile kombinasyonlarindan 108

adet besi ortami elde edilmistir.

Kif suslarinin canlandirmasi yapilarak peynir besi ortaminda proteaz enzim iiretimi
incelenmis, 3 parametreden elde edilen degerler karsilastirilmis ve optimum kosullar
tespit edilmistir. Tespit edilen optimum kosullar daha net olarak anlasilmasi igin
matematiksel modelleme ile ii¢ boyutlu grafikleri ¢izilmistir. Ayrica protein molekiil
agirliklarini tespit etmek ve enzim aktivite degerleriyle karsilagtirmak amaciyla SDS-

PAGE yontemi kullanilmistir.

3.2.1 Peynir iiretimi

Kullanilacak peynir Divle Obrugu Tulum Peyniridir ve %50 inek, %50 koyun siitii
karisturilarak iretilmistir. Peynir kiif suslarindan proteaz enzimi elde etmek igin
besiortami olarak olgunlastirilmadan taze olarak kullanilmistir. Uretim asamalar1 Sekil

3.1’de sematik olarak gosterilmis olup, asagida ayrintili bir sekilde anlatilmigtir.

[lk olarak ¢ig inek siitii ve ¢ig koyun siitlerinin esit oranda olmak iizere 4 1 inek siitii ve 4
1 koyun siitii karistirilmis, 30 °C’ye ayarli su banyosunda bekletilmistir. Mayalama
sicakligina getirilen siitlere rennet enzimi ilave edilmistir (1 ml rennet: 10 ml saf su ile
karigtirilarak). Pihtilagsmanin olusmasi i¢in oda sicaklifinda 1 saat bekletilmistir ve
ardindan pihti kesilmistir. Yaklasik 5-10 dakika bekledikten sonra teleme tiilbent

yardimiyla siizilmiistiir ve 1 gece tas ile baski altinda siiziilerek peynir alt1 suyunun
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ayrilmast saglanmistir. Peynir alt1 suyundan ayrilan telemenin pH degeri 5.9 oldugunda
%?2 tuz eklenmis ve el ile yogurup ufalayarak par¢alanmistir. Pargalama islemine tabi
tutulan teleme tulum peyniri kivami aldiktan sonra 6nceden delik agilmis peynir kaplarina
basilmistir. Altina kurutma kagidi koyulan peynir kaplar1 kalan suyunu da kaybettikten

sonra posetlenerek derin dondurucuda saklanmaistir.

C1g Koyun Sita (4 1t)
Cig Inek Sutu (4 1t)

Su Banyosu (30 °C)

Maya (Rennet) ilavesi (30 °C)
(60 dakika bekleme)

!

Pihtilagma (1 saat)

Pihtt kesimi
5- 10 dakika bekleme)

Tiilbent ile stizme (30 dakika)

Teleme suyunun baski altinda siziilmest
(1 gece)

Peynir alt1 suyunun ayrilmas:

!

Telemenin tuzlanmasi (%2)

!

Telemenin parcalanmass

!

Peynir kaplarina basma

Sekil 3.1 Taze Divle Obrugu Tulumu iiretim akis semast
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3.2.2 Stok kiiltiirleri aktivasyonu

Derin dondurucudan (-20 °C) alinan stok kiiltiirlerinin aktivasyonu MEA besiyerinde li¢
nokta teknigine gore yapilmis ve 28 °C’de 5 giin boyunca aerobik inkiibasyona tabi
tutulmustur.

Sekil 3.2 Stok kiiltiirleri canlandirma (1: Inkiibasyonun ilk giinii, 2: Inkiibasyonun 5. giinii)

3.2.3 Hemositometre yontemi ile Kiif sayim

Aktive edilen stok kiiltiirlerin spor sayisinin tespit edilmesi i¢in Hemositometre (Thoma
Lami, Burker-Turk, Brand, Germany) kullanilmistir. Gelisen kiiflerin bulundugu MEA
iceren petri kaplarindaki sporlar 10 ml steril saf su ilavesi sonrasi nazik¢e kazinarak
toplanmis ve steril falkon tiipe aktarilmistir. Vortekslenen spor siispansiyonlarinin

saymminin yapilabilmesi i¢in seyreltme islemi yapilmistir (yaklasik 100 kat).

Seyreltme yapilan kiif suglarindan 10 ul alinarak thoma laminin (hemositometre) her iki
yanina damlatilmis ve 40x biiylitme mercegi ile mikroskop altinda sayim yapilmistir.
Sayimlarda thoma laminda bulunan 16 kiigiik kare iginde ve ¢izgi iistiinde bulunan kiif
sporlar1 sayilmistir. Toplamda 10 farkli sayim yapilmistir ve sayimlarin ortalamasi

alinmistir. Asagida belirtilen formiil ile spor/ml miktari tespit edilmistir.
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. . spor ;
Mililitredeki Spor Saytst (W) = A X SF x 2.5 x 10

A: Sayim Ortalamast
SF: Seyreltme Faktorii

Bu formiilden elde edilen sonuglara gore kiif suslarinda 1x108 spor/ml olacak sekilde
seyreltme yapilmistir. Seyreltmeleri yapilmis kiif suslarimiz siipernatant elde etmek igin
hazir hale getirilmistir. inokiilasyon yapilacak peynirler hazirlanana kadar kiif suslart

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.4 Peynir besi ortamm hazirhg

Besiortami farkli kiif suslarinin peynir besiyerinde protein, aminoasit, siit yagi gibi
bilesimlerin varliginda proteaz enzim tiretim durumunu degerlendirmek ve Divle Obrugu
Tulum Peynirinin dogal ortamim taklit ederek gercekei veriler elde etmek igin
hazirlanmistir. Toplamda 2 tekerriir olmak tizere her bir tekerriir igin 117 adet petri
hazirhigr yapilmistir. Kullanilan 4 farkli kiif susu ve parametrelerin (pH, T ve t)
kombinasyonlar1 hesaplanarak bu say1 elde edilmistir. Divle Obrugu Tulum Peyniri
seklinde tiretilen ve olgunlagtirlmadan buzdolabinda saklanan peynir gama isinlar
yardimiyla (10 kG) Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu, Saraykdy Niikleer Arastirma ve

Egitim Merkezi'nde 8 saat IR radyasyona tabi tutularak sterilize edilmistir.

Peynirin kivamimi akigkan hale getirmek ve petri kutusunda besiortami olarak
kullanabilmek i¢in oransal olarak 5 g peynir ig¢in 15 ml steril saf su laboratuvar tipi
blender ile karistirilarak (2 dk) homojen besiortami hazirlanmistir. Her bir petri igin 20
ml peynir ve steril saf su karigimi kullanilmustir. Peynir ve steril saf su karigimi
homojenize edildikten sonra pH parametresi olarak 4.7, 5.0 ve 5.3 olmak tizere 3 degerde
pH ayar1 yapilmistir. Besiortammin pH ayari yapmak i¢in 1 M HCI ve 1 M NaOH
kullanilmistir. pH’lar1 ayarlanan peynir karigimlari steril kabin igerisinde petri kaplarina

dokiilmiistiir.
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3.2.5 Kiiflerin inokiilasyonu

Spor sayis1 1x108 spor/ml olacak sekilde ayarlanan her bir kiif susu her bir petri kabi
icerisinde hazirlanan peynir besi ortamina 100 pl olarak inokiile edilmistir. Peynir besi
ortaminda kiiflerin gelisimi i¢in ve proteaz enzim iiretimlerinin degerlendirilmesi i¢in
farkli sicaklik parametreleri olarak segilen 15, 20 ve 25 °C sicakliklara inkiibasyona tabi

tutulmustur.

Cizelge 3.1 Kiif suslarinin pH, T ve t parametreleri kombinasyonu

KUF SUSLARI pH T t
1 | P. brevicompactum, P. cavernicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 15 7
2 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 20 7
3 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 25 7
4 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 15 7
5 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 20 7
6 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 25 7
7 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 15 7
8 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 20 7
9 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 25 7
10 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 15 11
11 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 20 11
12 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 25 11
13 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 15 11
14 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 20 11
15 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 25 11
16 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 15 11
17 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 20 11
18 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 25 11
19 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 15 14
20 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 20 14
21 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 4.7 25 14
22 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 15 14
23 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 20 14
24 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.0 25 14
25 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 15 14
26 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 20 14
27 | P. brevicompactum, P. cavenicola, P. chrysogenum, P. corylophilum 5.3 25 14
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3.2.6 Siipernatant eldesi

Proteaz enzim aktivitesini belirlemek icin, gelismeye birakilan petrilerden siipernatant
elde edilmistir. Siipernatant elde etmek igin kiif suslar1 farkli siire parametreleri olarak
secilen 7, 11 ve 14 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kullanilacak olan tiim
malzemeler otoklavda steril edilmistir. Petrilerin iistte olusan kiif tabakasi spatula
yardimuiyla kaldirilmis ve altta biriken serum kismi hafif egik tutulan petrilerden otomatik
pipet yardimiyla ¢ekilmistir. Cekilen sivi1 kisimlar eppendorf tiiplere aktarilarak santrifiij
cihazinda (Allsheng, Mini-15K, Cin) 14.000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmis ve
santrifiijleme sonrasi elde edilen iist faz proteaz enzim aktivitesi tayininde kullanilmak

iizere -20 °C’de derin dondurucuda saklanmustir.

Sekil 3.4 Santrifiijleme sonrast siipernatant goriintiileri
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3.2.7 Tirozin standart egrisi grafigi

Gililmiis ve Gormez (2018), Tolan (2007) ve Prakasham vd. (2006) tarafindan kullanilan
yontemler modifiye edilmistir. Proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in Oncelikle
tirozin standart grafigi olusturulmustur. 50 ml 1 mM Tris-HCI (pH 8) tampon ¢6zeltisinde
9.06 mg tirozin ¢ozdiiriilerek 0.180 mg/ml olacak tirozin ana stok ¢ozeltisi elde edilmistir.
Hazirlanan ana stok ¢ozeltisinden alinip belli hacimlere seyreltilerek kalibrasyon
cozeltileri elde edilmistir. Kalibrasyon ¢ozeltileri 0.018, 0.036, 0.054, 0.072, 0.108,
0.144, 0.180 mg/ml olacak sekilde hazirlanmustir.

Seyreltme islemleri yapilan ana stok ¢ozeltilerden 0.2 ml alinmis ve tizerine 2 ml %10’luk
TCA eklenerek 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Stok ¢ozeltiler santrifiij (Sigma, 3-
18K, Almanya) cihazinda 9000 rpm’de 4 °C’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Hizl1 bir
sekilde 0.5 ml stok ¢ozeltiden alinarak tizerine 2.5 ml %7’lik Na,COsve 0.5 ml 1 N folin
¢oOzeltisi eklenmistir. Stok ¢ozeltiler karanlikta 30 dk bekletilmistir. Kiivetlere konularak
1 mM pH 8 Tris-HCI sahide kars1 UV-VIS spektrofotometrede (Perkin Elmer, Lambda
25, Amerika Birlesik Devletleri) 660 nm dalga boyunda absorbans okuma yapilmastir.
Absorbans degerleriyle tirozin standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.5). Tirozin standart
grafiginden elde edilen egimle asagida belirtilen denklemi kullanilarak proteaz enzim

aktivitesi hesaplanmistir.

SF

Enzim Aktivitesi( v > = Axb X
ml.dk CxD

A: Egriden bulunan deger (mg/ml)

B: Toplam hacim (0.2 ml siipernatant + 1 ml kazein + 2 ml TCA)

C: Enzim miktar1 (ml)

D: Inkiibasyon siiresi (dk)

SF: Seyretme Faktorii

Bir Unite enzim aktivitesi (U/ml): Reakksiyon kosullarinda bir dakikada bir mg tirozin

aciga cikaran enzim miktar1 olarak tanimlanmastir.
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Cizelge 3.2 Tirozin ana stok ¢ozeltisi seyreltme

Seyreltme Hedefi

Tirozin Ana Stok

1 mM Tris-HCI (pH 8)

(mg/ml) Cozeltisi (ul) Tamponu (ul)

0,180 1000 0

0,144 800 200
0,108 600 400
0,072 400 600
0,054 300 700
0,036 200 800
0,018 100 900
Sahit 0 1000

Proteaz enzim aktivitelerinin saptanmasi i¢in olusturulan tirozin standart egrisi Sekil

3.5’te gosterilmistir. Enzim aktiviteleri egimden elde edilen formiil ile bulunmustur.

0,250
*
y = 1,0644x + 0,0105

0,200 R?=0,98
E
o 0,150 *
©
L

"

c
_fé .

] 0,100 ry
e}
<

0,050 /

0,000 T T T T T T T T T 1

0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120 0,240 0,260 0,180 0,200
Tirozin Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.5 Tirozin standart egrisi
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3.2.8 Proteaz enzim aktivitesi belirlenmesi

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Giilmiis ve Goérmez (2018), Tolan (2007) ve
Prakasham vd. (2006) tarafindan kullanilan yontemler modifiye edilerek kullanilmistir.
Falkon tiip icerisine her bir kiiflin peynir besi ortaminda gelistirilmesi sonucu elde edilen
stipernatanttan 0.2 ml alinmis ve lizerine substrat olarak kullanilan 1 ml kazein ¢ozeltisi
(%1 kazein 1 mM pH 8 Tris-HCI) eklenerek vortekslenmistir. Karisim ortamdaki
tirozinin serbest kalmasi icin inkiibasyona 37 °C’de 15 dk su banyosunda birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra reaksiyonu durdurmak ve proteinleri ¢oktiirmek icin igine 2 ml
%10’luk TCA eklenip vorteklenmis ve Santrifiij cihazinda 9000 rpm’de 4 °C’ de 15 dk
santrifiijlenmistir. Sahit 6rnek icin siipernatant yerine 0.2 ml,1 mM pH 8 Tris-HCI
tamponu kullanilmistir. Falkon tiipe 0.5 ml TCA eklenip santrifiijleme ile elde edilen {ist
faz eklenmistir. Bundan sonraki islemler hizli bir sekilde yapilmistir ve 2.5 ml %7°lik
sodyum karbonat ve 0.5 ml 1 N folin iizerine eklenerek vortekslenmistir. Karanlik odada
30 dakika bekletilmis ve siire sonunda alinan falkon tiiplerde 5 kat (4 ml 1 mM pH 8 Tris-
HCI ve 1 ml sodyum karbonat ve folin eklenen son karisim) seyreltme yapilmistir.
Seyreltme isleminden sonra UV-VIS spektrofotometrede 660 nm dalga boyunda kuvartz

kiivetlerde absorbans okuma yapilmistir.

Sekil 3.6 Orneklerde gozlenen renk degisimi
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3.2.9 Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) analizi

Laemmli (1970) tarafindan uygulanan yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Analiz
i¢in her bir susun en yiiksek proteaz enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenen 8 adet
stipernatant (P. brevicompactum pH 4.7, 25°C, 14 giin; P. cavenicola pH 5.0, 20 °C, 14
giin; P. chrysogenum pH 5.0, 25 °C, 14 giin; P. corylophilum pH 5.0, 25 °C, 14 giin; P.
brevicompactum pH 4.7, 20 °C, 14 giin; P. cavenicola pH 5.0, 15 °C, 14 giin; P.
chrysogenum pH 5.0, 20 °C, 14 giin; P. corylophilum pH 5.0, 25 °C, 11 giin) se¢ilmistir
ve SDS-PAGE analizine tabi tutulmustur. Ayirma jeli ve yiikleme olmak iizere iki adet
jel hazirlanmistir. Yiiritme yapilacak olan cam malzemeler saf su ve alkol ile iyice

temizlenmistir. Ayirma jeli (%12) hazirlamak igin kullanilan ¢ozeltiler asagida

gosterilmistir:

Akrilamid-bisakrilamid stok ¢ozeltisi (%30) 4 ml
Ayirma jeli tampon ¢ozeltisi (Tris pH 8.8) 2.6 ml
SDS stok ¢ozeltisi (%10) 100 pl
Saf su 3.2mil
Amonyum persiilfat (APS %10) 100 ul
TEMED 4 ul

Ayirma jelini hazirlamak icin yukarida belirtilen ¢ozeltiler belirtilen miktarlarda
karistirtlmis ve en son TEMED eklenmistir. Ayirma jeli en {istte 2 cm bosluk kalana kadar
otomatik pipet yardimiyla dokiilmiis ve bu esnada kabarcik olusmamasina dikkat
edilmistir. Kabarcik olusursa filtre kagidi yardimiyla jel kurumadan hizlica giderilmistir.
Kuruma olmamasi igin tlizerine izopropil alkol dokiilmiis ve 1 saat beklenmistir. 1 saatin
sonunda izopropil alkol yikanarak ve filtre kagidi ile kurutularak yiikleme jeli (%5)
otomatik pipet yardimiyla dokiilmiis ve tarak uygulanmistir. 15 dk beklendikten sonra

tarak nazikge cikarilarak 6rnek kuyucuklarinin olugsmasi saglanmistir

Yiikleme jeli (%5) hazirlamak i¢in kullanilan ¢ozeltiler asagida gosterilmistir:
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Akrilamid-bisakrilamid stok ¢ozeltisi (%30) 670 ul

Yiikleme jeli tampon ¢ozeltisi (Tris pH 6.8) 1ml
SDS stok ¢ozeltisi (%10) 40 ul
Saf su 2.2 ml
Amonyum persiilfat (APS %10) 40 pl
TEMED 4 ul

Stipernatant ornekleri 10 ul siipernatant ve 10 ul sample buffer olacak sekilde
karistirlarak vortekslenmistir. flk kuyucuga ladder, sonraki kuyucuklara ise sirasi ile
stipernatant 6rnekleri (P. brevicompactum pH 4.7, 25°C, 14 giin; P. cavenicola pH 5.0,
20 °C, 14 giin; P. chrysogenum pH 5.0, 25 °C, 14 giin; P. corylophilum pH 5.0, 25 °C, 14
giin; P. brevicompactum pH 4.7, 20 °C, 14 giin; P. cavenicola pH 5.0, 15 °C, 14 giin; P.
chrysogenum pH 5.0, 20 °C, 14 giin; P. corylophilum pH 5.0, 25 °C, 11 giin) 10 pul olacak
sekilde eklenmistir. Elektrot tampon ¢6zeltisi SDS-PAGE havuzundan tasirma yapilarak
doldurulmus ve 100 wvoltta cahstirilmistir. Yaklasgtk 2 saat sonunda yiiriitme

tamamlanmustir.

Jellerin boyanmasi i¢in dncelikle %40 etanol, %10 asetik asit igeren karisim ¢ozeltide 15
dk c¢alkalama esliginde fikse edilmis ve saf su ile 5 dk 3 tekrar seklinde yikama islemi
uygulanmistir. Boya ¢ozeltisi (Gel Code Blue Stain Reagent, Thermo Fisher Scientific,
UK) ile 1 saat galkalamali muamele edilmistir. Boyama sonrasi 30 dakika 2 tekrar
seklinde durulandiktan sonra 1 gece boyunca saf su i¢inde birakilarak ayrilmanin ve

gorlintiiniin netlesmesi saglanmistir.

3.2.10 Modelleme

Suslarin proteaz enzim aktivitelerinin en yliksek degerlerinin tespit edilmesi ve fi¢
boyutlu grafik olarak goriilmesi amaciyla matematiksel modellemesi yapilmistir.
Modelleme yapilirken SigmaPlot 12.0 programi kullanilarak regresyon analizi
yapilmistir. Dort denklem denenmistir ve en son Denklem (4)’lin geriye dogru regresyonu

yapilarak elde edilen model kullanilmistir.
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Oncelikle enzim aktivitesi (E = m]? dk) dort sus i¢in miimkiin olan en basit modelle

tanimlanmaya caligilmistir:
E=ay+a,"t+a,pH+az T Denklem (1)

Denklem (1)’de pH pH degeri, T sicaklik (°C), t siire (giin), ay — az ise model
parametreleridir. Model uyum gostergesi olarak belirleme katsayis1 (R?), ayarl belirleme

katsayisi (Rﬁdj) ve modelin standart hatas1 (RMSE) kullanilmistir.

Denklem (2)’de degiskenlerin (t, pH ve T) ikili etkilesimleri (interaksiyon) modele dahil

edilmistir. Burada by — b, model parametreleridir:

Denklem (3)’de ikinci dereceden terimlerin yer aldig1 bir model kullanilarak daha uyumlu
ve istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) parametrelere sahip bir model elde edilmeye

calistlmistir. Burada ¢, — cg model parametreleridir:
E=co+cit+cy pH+c3 T+ey t?+cs pH? +cg-T? Denklem (3)

Denklem (4)’de degiskenlerin (t, pH ve T) ikili etkilesimleri ile birlikte ikinci dereceden

terimler bir arada kullanilistir. Burada d, — d9 model parametreleridir:

E=dy+d, t+d, pH+d; T+d, t-pH+ds-t-T+dg-pH-T+d, t*>+
dg - pH? + dy - T? Denklem (4)

Denklem (4)’de de anlamsiz paramatreler gozlendigi i¢in son modelde Denklem (4)
kullanilarak geriye dogru regresyon (backward regression) yapilmis ve modeldeki ana
degiskenler hari¢ (pH, T ve t) her seferinde istatistiksel olarak anlamsiz bir parametre

modelden uzaklastirilarak model olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Suslarin Proteaz Enzim Aktiviteleri

Penicillium cinsi kiiflerin peynir iiretiminde proteaz enzim tretimleri yiiksektir ve iyi
proteaz lreticileri oldugu diisiiniilmektedir. Kiiflii peynirlerden izole edilen kiiflerin
yiiksek oranda Penicillium cinsine ait oldugu goriilmiistiir (Ozkan 2010; Seri 2020). Bu
yiizden yapilan ¢aligmada Divle Obrugu Tulum Peynirinden izole edilen (Ozturkoglu-
Budak 2016a) ve en yiiksek enzim aktivitesine sahip olan suslarin parametre degerleri
peynirin orijinal ortam kosullar1 baz alinip belirlenmistir (Ozturkoglu-Budak 2016b).
Yapilan laboratuvar ¢aligmalarinda proteaz enzim aktivite degerlerinin optimizasyonu ile
P. brevicompactum, P. cavernicola, P. chrysogenum ve P. corylophilum suslarinin iyi
birer proteaz iireticisi oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda peynir besi ortaminin proteaz
aktivite sonuglar ile suslarin aktivite karsilastirildiginda segilen kiif suslarinin proteaz

tiretme kapasitelerinin iyi oldugu gozlenmistir.

4.1.1 Peynir besi ortam

Peynir besi ortaminin proteaz enzim aktivite sonuglar1 standart hatalariyla birlikte
(Ortalama =+ standart sapma) pH, sicaklik ve siireden olusan 9 farkli kosuldaki degerleri
Cizelge 4.1’te gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Peynir proteaz enzimi aktiviteleri (n=2) *

H T t PROTEAZ
P ©C) | (Giin) AKTIVITESI (U/ml)
5.3 15 7 0.13+0.01
5.3 20 7 0.110.01
5.3 25 7 0.11 £ 0.00
5.3 15 11 0.10 £ 0.00
5.3 20 11 0.09 % 0.03
5.0 25 11 0.18 = 0.01
5.3 15 14 0.22 £ 0.02
47 20 14 0.14 £ 0.00
5.3 25 14 0.13 £ 0.00

*n=Tekerriir sayis1 (Cizelgedeki degerler 2 tekerriir ortalamasidir)
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Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri pH 5.3, 15 °C ve 14 giinde gozlenmistir. Enzim

aktivitesinin en diisiik degeri pH 5.3 ve 20 °C ve 11 giinde gbzlenmistir.

Kontrol ortami1 olarak kullanilan sadece peynir besi ortaminin proteaz enzim aktiviteleri
ile kiif suslarmin da proteaz enzim aktivitelerine etkisi karsilastirILDIGINDA enzim

aktivitesini ciddi anlamda yiikselttigi gdzlenmistir.

4.1.2 Penicillium brevicompactum

Penicillium brevicompactum susunun proteaz enzim aktivite sonuglari standart
hatalariyla birlikte (Ortalama + standart sapma) pH, sicaklik ve siireden olusan 27 farkl
kosuldaki degerleri Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Penicillium brevicompactum proteaz aktiviteleri (n=2) *

H T t PROTEAZ
P ©C) | (Giin) AKTIVITESI (U/ml)
47 15 7 1.70 = 0.49
47 20 7 237023
47 25 7 178 £0.07
5.0 15 7 1,62 £ 0.00
5.0 20 7 1.86 = 0.00
5.0 25 7 1.75 % 0.00
5.3 15 7 1.40 = 0.48
5.3 20 7 218+ 0.00
5.3 25 7 1.53 % 0.60
47 15 11 2.67=0.00
47 20 11 2.90 £ 022
47 25 11 229+0.78
5.0 15 11 2.43 £ 0.00
5.0 20 11 1.68 £ 0.00
5.0 25 11 225 £0.00
5.3 15 11 201 £0.67
5.3 20 11 1922011
5.3 25 11 250+ 0.10
47 15 14 3.31£ 030
47 20 14 3.09 £ 0.65
47 25 14 3.42+0.58
5.0 15 14 189 +0.05
5.0 20 14 229+ 0.04
5.0 25 14 1.66 + 0.48
5.3 15 14 3.06+0.61
5.3 20 14 249%0.11
5.3 25 14 236+ 038

*n=Tekerrlr sayis1 (Cizelgedeki degerler 2 tekerriir ortalamasidir)
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Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri pH 4.7, 25 °C ve 14 giinde gozlenmistir. Enzim
aktivitesinin en diisiik degeri pH 5.3 ve 15 °C ve 7 gilinde gozlenmistir. Ozturkoglu-Budak
vd. (2016b) Skim Milk agar besiyerinde gelistirdigi P. brevicompactum susunun proteaz
enzim aktivitesinin 14.19 pg/ml oldugunu belirtmislerdir ve giiclii proteaz lireticilerinden
biri olarak tanimlamiglardir. Benzer sekilde bu ¢alismada da en yiiksek aktivitelerden biri
P. brevicompactum susunda pH 4.7, 25 °C ve 14 giinde tespit edilmistir. Kiif tiirlerinin
proteaz Uretim Kkapasitelerinin arastirildign ¢alismada en iyi ireticinin Aspergillus
fumigatus oldugunu tespit etmislerdir (Berikten ve Kivang 2021). Yapilan bir diger
caligmada farkli Aspergillus kiif suslarinin proteaz aktviteleri belirlenirken A. vadensis,
A. niger, A. tubingensis, A. foetidus, A. japonicus, A. oryzae ve A. sojae suslar1 arasinda
en yiiksek proteaz aktivitesinin A. niger tirinde pH 4.0’da tespit edilmistir.
Calismamizda da P. brevicompactum susu bu degere yakin olan pH 4.7°de en yiiksek

aktiviteyi gostermistir (De Vries vd. 2004).

Baska bir ¢alismada bakteri tiirti olan Bacillus subtilis ZBP4 susunun hiicre dis1 proteaz
aktivitesinin belirlenmesinde pH ve sicakligin anlamli parametreler oldugu belirlenmistir
(Degirmen 2019). Benzer olarak Bacillus sp. MTO1 susunun iyi bir proteaz iireticisi
oldugu tespit edilmistir (Tolan 2015). Bdewe (2020) Bacillus cereus bakteri tiiriiniin
proteaz enzim aktivitesi lizerine ¢alismis ve ¢alismamizla benzer sekilde Sicaklik, pH ve
inkiibasyon siiresinin anlamli oldugu tespit etmistir. Bacillus subtilis megatherium ve
Bacillus polymxa bakteri tiirlerinin saflastirilmasi ve optimizasyonu ile ilgili proteaz
aktivitelerinin sicaklik, pH parametreleri anlamli bulunmustur (Gerze 2003). Bacillus sp.
suslarinin proteaz enzim aktiviteleri incelendiginde optimum pH 7.0 olarak bulunmasina
karsin aktivitenin ¢alismamizdaki bulgular gibi asidik tarafa daha yakin oldugu tespit
edilmistir (Seving 2010).

4.1.3 Penicillium cavernicola

Penicillium cavernicola susunun proteaz enzim aktivite sonuglar1 standart hatalariyla
birlikte (Ortalama =+ standart sapma) pH, sicaklik ve siireden olusan 27 farkli kosuldaki

degerleri Cizelge 4.3 te belirtilmistir.
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Cizelge 4.3 Penicillium cavernicola proteaz aktiviteleri (n=2) *

H T t PROTEAZ
P ©C) | (Giin) AKTIVITESI (U/ml)
47 15 7 0.54 + 0.02
47 20 7 0.36 £ 0.00
47 25 7 0.29 £ 0.00
5.0 15 7 0.48 £ 0.00
5.0 20 7 0.42 £ 0.00
5.0 25 7 0.36  0.00
5.3 15 7 121£0.05
5.3 20 7 135+0.15
5.3 25 7 1.01 +0.04
4.7 15 11 0.510.01
4.7 20 11 0.38 = 0.00
4.7 25 11 0.38 = 0.00
5.0 15 11 0.56 £ 0.00
5.0 20 11 0.36 £ 0.00
5.0 25 11 0.49 £ 0.00
5.3 15 11 165+0.13
5.3 20 11 1.66 +0.39
5.3 25 11 162+0.26
4.7 15 14 0.40 = 0.00
4.7 20 14 184+ 042
4.7 25 14 197 +0.48
5.0 15 14 235021
5.0 20 14 224+ 0.40
5.0 25 14 220+ 0.02
5.3 15 14 1.94+0.08
5.3 20 14 2.01 £ 0.47
5.3 25 14 1.99 + 0.49

*n=Tekerriir sayis1 (Cizelgedeki degerler 2 tekerriir ortalamasidir)

Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri pH 5.0, 15 °C ve 14 giinde gbzlenmistir. Enzim
aktivitesinin en diigiik degeri pH 5.0 ve 25 °C ve 7 giinde gozlenmistir. Sayedi (2021)
yaptig1 arastirmada kiiflerin proteaz enzim aktiviteleri incelemis ve ¢alismamizla benzer
sekilde en yiiksek proteaz aktivitelerinin Penicillium cinslerine ait oldugunu
gozlemlemistir. En yiiksek aktivitelerin Penicillium janczewskii, Penicillium sp.,

Penicillium turbarum ve Penicillium turbatum suslarinda oldugunu tespit etmistir.

Bakteri tiirti Bacillus sp. P22 izolatiyla proteaz enzim optimizasyon c¢aligmasi yapilmig
ve sicakligin 15-50 °C arasinda kararli oldugu optimum sicaklik 40 °C tespit etmistir
(Temel 2015). Bacillus subtilis megatherium bakterisinin proteaz enziminin
saflastirilmasi ¢alismasinda optimum sicakligin 37 °C’de oldugunu ve anlamli oldugunu

tespit etmistir (Erdogan 2020).
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4.1.4 Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum susunun proteaz enzim aktivite sonuglar1 standart hatalariyla
birlikte (Ortalama =+ standart sapma) pH, sicaklik ve siireden olusan 27 farkli kosuldaki

degerleri Cizelge 4.4°te gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Penicillium chrysogenum proteaz aktiveleri (n=2) *

H T t PROTEAZ
P (°C) (Giin) AKTIVITESI (U/ml)
4.7 15 7 0.56 + 0.06
47 20 7 0.70 + 0.07
4.7 25 7 0.48+0.13
5.0 15 7 1.42 +0.20
5.0 20 7 1.59 +0.55
5.0 25 7 2.10+0.74
5.3 15 7 1.18 + 0.04
5.3 20 7 1.04 +0.01
5.3 25 7 0.81 +0.02
4.7 15 11 0.50 +0.01
4.7 20 11 0.56 +0.15
4.7 25 11 0.41 +0.00
5.0 15 11 2.13+0.51
5.0 20 11 1.97 +0.73
5.0 25 11 1.32+0.91
5.3 15 11 1.60 +0.17
5.3 20 11 1.58 + 0.07
5.3 25 11 1.36 + 0.02
4.7 15 14 0.62 + 0.08
4.7 20 14 0.34 + 0.00
4.7 25 14 0.55 +0.02
5.0 15 14 2.54+0.31
5.0 20 14 2.94+0.52
5.0 25 14 2.87+0.63
5.3 15 14 1.95+0.11
5.3 20 14 1.82 +0.02
5.3 25 14 1.64 + 0.02

*n=Tekerriir sayis1 (Cizelgedeki degerler 2 tekerriir ortalamasidir)

Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri pH 5.0, 20 °C ve 14 giinde gozlenmistir. Enzim
aktivitesinin en diisiik degeri pH 4.7 ve 20 °C ve 14 giinde gézlenmistir. Ozturkoglu-
Budak vd. (2016b) Skim Milk agar besiyerinde gelistirdigi P. chrysogenum susunun
proteaz enzim aktivitesinin 11.85 pg/ml oldugunu belirtmislerdir ve giiglii proteaz
iireticilerinden biri olarak tanimlamisdir. Ozkan (2010) en iyi proteaz iireticilerini bulmak

amaciyla Penicillium piceum, Penicillium chrysogenum, Aspergillus wentii ve
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Trichothecium roseum tiirleri ile ¢alismis ve Penicillium chrysogenum tiiriiniin bagil
proteaz enzim aktivitesinin %97.22 oldugunu bildirerek iyi bir proteaz iireticisi oldugunu
gozlemlemistir. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda da en yliksek aktivitelerden birinin
P. chrysogenum susunda pH 5, 20 °C ve 14 giinde tespit edilmistir ve bu susun iyi bir
proteaz iireticisi oldugunu gostermistir. Asar (2016) Bacilllus mageterium bakteri tiiriiniin
calismamizla ayn1 dalga boyunu kullanarak, 660 nm dalga boyunda proteaz enzim
aktivitesinin pH 8 ve 30 °C’de en yiiksek oldugu tespit etmistir. Bacillus halodurans
susunun proteaz aktivitesi 660 nm dalga boyunda 6l¢lilmiis optimum degerlerin 30 °C ve

pH 9°da oldugunu tespit etmislerdir (Balachandran vd. 2021).

4.1.5 Penicillium corylophilum

Cizelge 4.5 Penicillium corylophilum proteaz aktiviteleri (n=2) *

oH T t PROTEAZ
(°C) | (Giin) AKTIVITESI (U/ml)
4.7 15 7 1.48 + 0.58
4.7 20 7 1.79 £ 0.38
4.7 25 7 111+ 047
5.0 15 7 1.56 + 0.56
5.0 20 7 2.61+0.61
5.0 25 7 3.17+0.92
5.3 15 7 1.45+0.37
5.3 20 7 1.90 + 0.33
5.3 25 7 1.91 +0.03
4.7 15 11 2.68+0.36
4.7 20 11 2.44 % 0.00
4.7 25 11 1.71 + 0.39
5.0 15 11 3.22+0.06
5.0 20 11 407+ 1.04
5.0 25 11 4.17+0.85
5.3 15 11 2.43+0.41
5.3 20 11 233+0.14
5.3 25 11 3.18+0.36
4.7 15 14 2.61 +0.23
4.7 20 14 2.37+0.85
4.7 25 14 1.87 £ 0.34
5.0 15 14 2.79 + 0.66
5.0 20 14 2.10 + 0.00
5.0 25 14 2.26 + 0.00
5.3 15 14 2.94+0.15
5.3 20 14 3.02+ 091
5.3 25 14 1.91 +0.00

*n=Tekerriir sayis1 (Cizelgedeki degerler 2 tekerriir ortalamasidir)
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Penicillium corylophilum susunun proteaz enzim aktivite sonuglari standart hatalariyla
birlikte (Ortalama + standart sapma) pH, sicaklik ve siireden olusan 27 farkli kosuldaki

degerleri Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

Enzim aktivitesinin en yiiksek degeri pH 5, 25 °C ve 11 giinde gozlenmistir. Enzim
aktivitesinin en diisiik degeri pH 4.7 ve 25 °C ve 7 glinde gozlenmistir. Ozturkoglu-Budak
vd. (2016b) skim milk agar besiyerinde gelistirdigi P. corylophilum susunun proteaz
enzim aktivitesinin 13.44 pg/ml oldugunu belirtmislerdir ve giiclii proteaz lireticilerinden
biri olarak tanimlamislardir. P. corylophilum ve P. waksmanii suslarinin proteaz enzim
aktivitesinin belirlendigi ¢alismada, P. corylophilum tiirii bugday kepegi igeren ortamda
en yiiksek proteaz aktivitesini gostermistir (da Silva vd. 2013). Benzer sekilde bizim
caligmamizda da en yliksek aktivitelerden birinin P. corylophilum susunda pH 5, 25 °C
ve 11 giinde tespit edilmistir ve bu sus iyi bir proteaz iireticisi olabilecegi
distiniilmektedir. Bagka bir benzer calismada Aspergillus, Alternaria, Cladosporium,
Penicillium kiif cinslerinin amilaz, proteaz ve lipaz liretme yetenekleri tizerine ¢alismistir.
Bu kiiflerden proteaz iireticisi olarak Penicillium cinslerinde 255 kiiltiirtin 135’1 pozitif
sonu¢ vermesine karsin Aspergillus, Alternaria ve Cladosporium cinslerinden pozitif
sonug veren olmamugtir. Boylelikle Penicillium cinslerinin iyi bir proteaz iireticisi oldugu

sonucuna varmiglardir (Korcan vd. 2007).

Calismamizda sicakligin enzim iiretiminde anlamli bir parametre olarak bulundugu P.
corylophilum ile benzer olarak Demir (2020) yaptig1 arastirmada Bacillus sp. EBTA6
bakteri izolatinin proteaz enzim lretimi i¢in sicaklik ve maya 06ziitii konsantrasyonunun
anlamli oldugunu belirtmistir. Bacillus suslarina ait proteaz enzimin optimizasyonu ile
ilgili arastirmada 660 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapilmis ve proteaz iiretimi
icin sicaklik ve pH parametrelerinin anlamli oldugu tespit edilmistir (Giingor 2011).
Ozden (2014) Bacillus subtilis RSKK-11014 susunun proteaz iiretiminde 660 nm dalga
boyunda 6l¢iilen degerlerde sicakligin anlamli oldugunu tespit etmistir. 40 °C’de enzimin
kararl1 oldugu fakat 60 °C ve 70 °C’de enzimin aktivitesini hizla kaybettigi gozlenmistir.
Bacillus sp. susunun iirettigi gesitli enzimlerin aktivite degerleri hesaplamis ve proteaz
enziminin optimum sicaklig1 ¢alismamizda P. corylophilum susu ile ayn1 olarak 25 °C

oldugu tespit edilmistir (Giiven Giilhan 2014). Karaman (2023) Geobacillus
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thermoleovorans HBB208 ve Gérmez ve Giilmiis (2018) Bacillus pumilus NK14 bakteri
suslarinin proteaz enzim aktivitesini belirlemek igin spektrofotometrede 660 nm dalga
boyunda ¢alismislardir. Pseudomonas sp. KE-38 bakterisinin proteaz enzim aktivitesinin
25 °C’ye kadar yliksek stabilite gosterdigi tespit edilmistir (Bozlak 2023).

4.2 Siipernatantlarin SDS-PAGE Protein Profilleri

Proteinlerin molekiil agirliklarint bulmak igin her bir susun en yliksek enzim aktivitesine
sahip stipernatantlar1 kullanilmistir. Bu yiizden proteaz enzim aktivitelerinin ortalamalari
tizerinden en yiliksek degerleri verenler olmak tiizere toplamda 8 adet siipernatant

belirlenmistir.

P. brevicompactum tiirii i¢in en yiiksek aktivite degerlerinin pH 4.7, 25 °C, 14 giinde pH
4.7, 20 °C, 14 giinde oldugu tespit edilmistir. Bu parametre degerlerindeki molekiil
agirliklari ise 150 kDa, 75 kDa ve 50 kDa civarinda bant olusumu gézlenmistir.

P. cavernicola tiirti i¢in en yiiksek aktivite degerlerinin pH 5.0, 20 °C, 14 giinde ve pH
5.0, 15 °C, 14 giinde oldugu tespit edilmistir. Molekiil agirliklar tespitinde ise 200 kDa,

50 kDa ve 25 kDa civarinda bant olusumu gézlenmistir.

P. chrysogenum tiirii i¢in en yiiksek aktivite degerlerinin pH 5.0, 25 °C, 14 giinde ve pH
5.0, 20 °C, 14 giinde oldugu tespit edilmistir. Molekiil agirliklar1 tahminlerinde belirgin
bir bant olusumu gézlenmemistir. Molekiil agirliklar1 tahminlerinde ise 250 kDa ve 50
kDa civarinda bant olusumu gozlenmistir. Kazein a, f ve x olmak iizere ii¢ tirdiir.
Bunlardan a-s1 kazein 22.0-23.7 kDa, a-s2 kazein ise 25.2 kDa molekiil agirligindadir.
kazein 23.9-24.0 kDa ve «k kazein ise 19 kDa molekiil agirligindadir (Modler 1985).

P. corylophilum tiirii igin en yiiksek aktivite degerleri pH 5.0, 25 °C, 14 giinde ve pH 5.0,
25 °C, 11 giinde oldugu tespit edilmistir. Molekiil agirliklar1 tahminlerinde ise 25 kDa

civarinda bant olusumlar1 gozlenmistir.
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Sekil 4.1 SDS-PAGE protein profilleri 1: Ladder, 2: P. brevicompactum (pH 4.7,
25°C,14. giin), 3: P. cavernicola (pH 5.0, 20 °C, 14. giin), 4: P. chrysogenum
(pH 5.0, 25 °C, 14. giin), 5: P. corylophilum (pH 5.0, 25 °C, 14. giin), 6: P.
brevicompactum (pH 4.7, 20 °C, 14. giin), 7: P. cavernicola (pH 5.0, 15 °C,
14. giin), 8: P. chrysogenum (pH 5.0, 20 °C, 14. giin), 9: P. corylophilum (pH
5.0,25°C, 11. Giin)

P. chrysogenum susunun molekiil agirhigi yaklasik olarak 50 kDa olarak bulunmustur.
Baska bir ¢alismada yapilan analiz sonucunda P. chrysogenum X5 susunun molekiil
agirligini 43 kDa olarak tespit etmislerdir (Benmrad vd. 2018). Bagka bir arastirmada
Bacillus subtilis magetherium molekiil agirligin1 45 kDa civarinda oldugunu bildirmistir
(Erdogan 2020). Penicillium cinsi kiiflerin protein molekiil agirliklart incelenmis ve 50
kDa’dan biiyiik molekiil agirliklarinin ¢ok fazla degigsmedigini tespit etmistir, 20-40 kDa
arasindaki bantlarin neredeyse yok oldugunu gdzlenmistir (Oztiirkoglu Budak 2016).
Peynir olgunlasmasinda en 6nemli degisim proteolizdir ve kazein 6nce biiyiik peptitlere
sonra da kiigiik peptitlere pargalanir (Kocak 2015). Proteazlar, peptit baglarini
parcalamada katalizor gorevi gordiiklerinden, yiiksek enzim aktivitesi olan suglarda daha

kiigilik peptitler olusur, daha fazla par¢alanma gerceklesir (Celik 2018).
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En yiiksek aktivite degerine sahip olan Penicillium corylophilum’un (pH 5.0, 25 °C, 14.
giin) beklendigi gibi en diisiik molekiil agirligina sahip oldugu goézlenmistir. En diisiik
aktivite degerine sahip olan Penicillium cavernicola’un (pH 5.0, 15 °C 14. giin) ise
beklendigi gibi en yiiksek molekiil agirligmma sahip oldugu tespit edilmistir. Bunun
sonucunda da SDS-PAGE protein profillerinde daha alt kisimlarda daha fazla bant
olusumu gozlenmistir. Enzim aktivite degerleri yliksek olan siipernatantlarin bantlar
daha az ve daha belirsiz oldugu goriilmiistiir. Protein molekiil agirliklar1 daha diistktiir.
Enzim aktivite degerleri diisiik olanlarin ise bantlar1 daha belirgin oldugu goriilmiistiir ve

molekiil agirliklar1 daha yiliksek oldugu tespit edilmistir.

4.3 Proteaz Enzim Uretimleri Matematiksel Modelleri

Cizelge 4.6 Denklem (1)’in verilere uygulanmasi sonucu elde edilen parametreler +
parametrelerin standart hatalar1 ve model uyum gostergeleri

P. brevicompactum | P. cavernicola P. chrysogenum P. corylophilum
agy 5.03+£1.50 -7.11£1.48 -6.41 +£2.01 -2.30 +£2.47
a, 0.12+0.02 0.17+0.02 0.09 £0.03 0.11 +£0.04
a, -0.81 £ 0.29 1.27£0.28 1.40 £0.39 0.68 + 0.47
asz -0.0054 + 0.017 0.0065 +0.017 -0.0078 = 0.023 0.011 £0.028
R? 0.413 0.636 0.307 0.160
Rig 0.375 0.608 0.263 0.106
RMSE 0.501 0.466 0.680 0.816

Koyu renkle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametrelerdir.

Modellemede Denklem (1)’den elde edilen sonuglar Cizelge 4.6°da belirtilmistir. Cizelge
4.6’dan da goriildigi gibi Denklem (1)’in uyumu iyi olmadigi gériilmiistiir. Clinkii dort
susun iigiinde R? ve Rgdj < 0.5 tespit edilmistir. Ayrica RMSE degerinin 0’a yakin olmasi
gerekirken 0.816 gibi (P. corylophilum) yiiksek bir deger elde edilmistir. Tiim bunlarin
yani sira tiim suslar i¢in sicakliga ait parametre (a3) istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
goriilmistir (p > 0.05). Aspergillus flavus B2 kiif susuyla yapilan istatistiksel
optimizasyon c¢alismasinda ayni model [Denklem (1)] kullanilarak enzim
karakterizasyonu yapilmigtir (Wahab vd. 2023). Modellemede Denklem (1) sonuglari
uyumsuz ¢iktig1 icin Denklem (2) denenmistir ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de

belirtilmistir.
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Cizelge 4.7 Denklem (2)’nin verilere uygulanmasi sonucu elde edilen parametreler +

parametrelerin standart hatalar1 ve model uyum gostergeleri

P. brevicompactum | P. cavernicola P. chrysogenum P. corylophilum
b, 0.55+9.21 -16.9+8.3 -2.66 £ 12.2 13.4 £ 14.6
b, 0.57 £ 0.52 0.49 £ 0.50 -0.78 £ 0.70 0.12 £ 0.08
b, -0.13+1.8 3.6+1.6 0.57 +2.42 -3.1+£29
b, -0.035 £ 0.36 0.22+0.35 0.28 +0.49 -0.62 £ 0.57
b, -0.068 £ 0.10 -0.097 + 0.097 0.18+0.14 0.057 +0.16
be -0.0053 £ 0.0059 | 0.009 + 0.006 -0.0017 + 0.008 -0.015 +0.010
be 0.0031 +0.071 -0.062 + 0.068 -0.05 +0.09 0.16 £0.11
R? 0.430 0.674 0.338 0.244
Rgdj 0.350 0.620 0.250 0.139
RMSE 0.511 0.459 0.686 0.800

Koyu renkle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametrelerdir.

Denklem (2), Denklem (1)’e gore model uyum gostergelerinde 6nemli bir iyilesme
saglamadigi gibi P. cavernicola susundaki iki parametre hari¢ tiim suslarin model
parametreleri istatistiksel olarak anlamsiz oldugu gorilmiistir (p > 0.05). Bu yiizden
ikinci dereceden terimlerin yer aldigi bir model kullanilarak hem daha iyi uyuma sahip
hem de istatistiksel anlamli (p < 0.05) parametrelere sahip bir model elde edilmeye

calisilmigtir. Denklem (3)’den ¢ikan sonuglar Cizelge 4.8’de belirtilmistir.

Cizelge 4.8 Denklem (3)’lin verilere uygulanmasi sonucu elde edilen parametreler +
parametrelerin standart hatalar1 ve model uyum gostergeleri

P. brevicompactum | P. cavernicola P. chrysogenum P. corylophilum
Co 3.6+3.1 -4.2+2.7 -6.5+4.0 -10.3+4.5
Cq 0.18 £ 0.27 -0.66 + 0.24 -0.22 + 0.36 1.31+0.39
Cy -0.80 £ 0.29 1.3+0.3 1.4+0.39 0.59 + 0.43
C3 0.12 £0.25 0.11+0.22 0.16 £ 0.32 0.29 +0.37
Cy -0.068 + 0.10 0.04 +0.01 0.015 £ 0.017 -0.058 £0.019
Ce -0.0028 + 0.013 —=2 — —
Ce -0.0031 + 0.006 -0.0026 +0.0054 | -0.0042 +0.0081 | -0.0072 + 0.0092
R? 0.417 0.726 0.322 0.312
Rgdj 0.351 0.689 0.248 0.234
RMSE 0.510 0.415 0.687 0.755

Koyu renkle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametrelerdir.

2 Dogrudas (kolineer) oldugundan modelden uzaklastirilmistir.
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Bu denemede de anlamsiz parametreler (p > 0.05) elde edilmistir. Son olarak
degiskenlerin (pH, T ve t) ikili etkilesimleri ile ikinci dereceden terimlerin bir arada

kullanilmast kararlastirilmistir.

Wahab vd. (2023) tarafindan Denklem (4) ile benzer olarak degiskenlerin ikili
etkilesimleri ve ikinci dereceden terimlerin bir arada kullanildig:r Aspergillus flavus B2
kiif susu i¢in enzim aktivitesinin degerlendirildigi bir optimizasyon ¢alismasi yapilmistir.
Aspergillus Niger NRRL 330 susuyla fungal enzim iiretiminin optimizasyonu igin
inokulum biytkligi, karistirma hizi ve havalandirma parametre degiskenlerinin ikili

etkilesimleri ve ikinci dereceden terimleri bir arada kullanilarak olusturulan model

kullanilmistir (Iram vd. 2022).

Mucor circinelloides kiif susunun fungal iniilinaz enzim iiretiminin optimizasyonu igin
parametre degiskenlerinin ikili etkilesimleri ve ikinci dereceden terimleri bir arada
kullanilarak olusturulan model kullanilmistir ve validasyon sonucu denklemin, modelin
glivenilirligi kanitlanmigtir (Singh vd. 2020). Bacillus aryabhattai Ab15-ES susu
kullanilarak proteaz enzim aktivitesi degerlendirirken 5 bagimsiz degisken kullanilmis ve
modellemesinde ikinci dereceden polinom denklemi kullanmislardir (Adetunji ve
Olaniran 2020). Pseudomonas sp. 13159349 bakteri susunun enzim {iretimini optimize

etmek i¢in 11 parametre degiskeni kullanilmistir.

Bu calismadakine benzer olarak bagka bir ¢alismada kullanilan Denklem (4) sonucunda
anlamli model olusturarak pektinaz enzim aktivitesinin  optimum kosullarini
belirlemislerdir (Arpana vd. 2023). Yapilan farkli bir ¢alismada ise oksidatif yesil enzim
tiretiminin optimizasyonu i¢in yine Denklem (4) kullanilarak modelleme yapildigi

gortilmistiir (Vilar vd. 2021).
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Denklem (4)’iin sonuglar1 Cizelge 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9 Denklem (4)’lin verilere uygulanmasi sonucu elde edilen parametreler +
parametrelerin standart hatalar1 ve model uyum gostergeleri

P. brevicompactum | P. cavernicola P. chrysogenum P. corylophilum
d, -1.1+9.9 -12.6+7.7 -2.46+12.9 233+14.1
d, 0.64 +0.59 -0.34 +£0.51 -1.05+0.79 1.49+0.86
d, -0.099 + 1.87 33£1.5 0.54 +£2.45 -2.70+£2.63
d, 0.17 +0.46 0.27 +£0.38 0.41+0.59 -0.23+£0.64
d, -0.071 £0.10 -0.089 + 0.087 0.18+0.14 0.036 +0.15
ds -0.0053 £ 0.0061 | 0.008 + 0.005 -0.0017 £0.0081 | -0.017 +0.0089
dg 0.0029 + 0.073 -0.05 £ 0.06 -0.05 +0.09 0.15+0.10
d, -0.0026 + 0.013 0.038+£0.011 0.014 +0.017 -0.059 £0.018
dg —* — — —
dg -0.0033 + 0.006 -0.0026 £ 0.0053 | -0.0037 +0.008 -0.0076 + 0.0089
R? 0.434 0.756 0.351 0.401
Ridj 0.324 0.699 0.230 0.285
RMSE 0.521 0.409 0.695 0.729

Koyu renkle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametrelerdir.

2 Dogrudas (kolineer) oldugundan modelden uzaklastirilmistir.

Son denemede de anlamsiz parametrelerin (p > 0.05) modelde [Denklem (4)] yer aldig1
goriilmistiir. Denenen tiim modeller [Denklem (1), (2), (3) ve (4)] igerisinde en iyi model
uyum gostergelerine sahip olmasi nedeniyle enzim aktivitesini uygun bir modelle
tanimlamak amaciyla Denklem (4) kullanilarak geriye dogru regresyon (backward

regression) yapilmistir.

Modeldeki ana degiskenler hari¢ (pH, T ve t) her seferinde istatistiksel olarak anlamsiz
bir parametre modelden uzaklastirilmis ve her bir sus i¢in ¢izilen model Cizelge 4.10°da

belirtilmistir.
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Cizelge 4.10 Denklem (4)’lin geriye dogru regresyon yapilarak verilere uygulanmasi
sonucu elde edilen parametreler + parametrelerin standart hatalar1 ve
model uyum gostergeleri

P. brevicompactum | P. cavernicola P. chrysogenum P. corylophilum
dy 138.7+37.7 -32+1.7 -302.0+31.9 -227.9+52.5
d, 0.13 £ 0.02 -0.66 = 0.24 -0.91£0.39 1.59 £ 0.37
d, -54.4 £15.1 1.3£0.3 122.0+12.7 87.6 +21.1
ds -0.008 + 0.05 0.004 £ 0.02 -0.01 + 0.05 0.18 +£0.08
d, —@ — 0.20 £ 0.08 —
ds — — — -0.017 £ 0.0076
de — — — —

d, — 0.04 +0.01 — -0.055+0.016
dg 53+£1.5 — -123+1.3 -8.71+2.11
do — — — —
R2 0.541 0.724 0.779 0.542
Rgdj 0.500 0.695 0.756 0.478
RMSE 0.448 0.411 0.392 0.623

Koyu renkle gosterilenler istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametrelerdir.
2 Geriye dogru regresyon yapilarak modelden atilan istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) parametreler.

Cizelge 4.10°dan da goriildiigii gibi P. corylophilum susu harig¢ diger suslar i¢in sicakliga
ait parametre (d) istatistiksel olarak anlamsiz (p > 0.05) olmasina ragmen modelde
olmaya zorlanmistir ¢linkii pH, T ve t ile birlikte modeldeki [Denklem (4)] ana
degiskenlerdir. Denenen tiim modeller i¢inde en iyi uyum gosteren model geriye dogru

regresyon yapilarak kullanilan bu model olmusgtur.

Orijinal modelde [Denklem (4)] 10 parametre olmasina ragmen geriye dogru regresyon
neticesinde parametre sayisi azaltilabilmis ve daha basit modellerin kullanilmas1 miimkiin
olmustur. Ornegin P. brevicompactum ve P. cavernicola suslari i¢in bes, P. chrysogenum

susu i¢in alt1, P. corylophilum susu i¢in yedi parametreli modeller elde edilmistir.

Cizelge 4.10’da yer alan parametre degerleri kullanilarak modelin ii¢ boyutlu (3D)
yiizeyini elde etmek ve grafik iizerinde gosterebilmek miimkiindiir. P. brevicompactum
susu icin ii¢ farkli sicaklikta (15, 20 ve 25 °C) elde edilen yiizeyler Sekil 4.2°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.2 P. brevicompactum susu i¢in Cizelge 4.11°de yer alan parametre degerleri
kullanilarak 15, 20 ve 25 °C sicaklikta elde edilen {i¢ boyutlu yiizeyler

Sekil 4.2°’de 15, 20 ve 25 °C sicakliklar arasindaki farki gozlemlemek ¢ok miimkiin
olammustir. Clinkii modelde sicakliga ait parametre istatistiksel olarak anlamsiz ¢ikmistir
(Cizelge 4.10). Bu nedenle de her li¢ sicaklikta da benzer sonuglar elde edilmistir. En
yiiksek enzim aktivitesi modelden tiim sicakliklar icin pH 4.7°de ve 14 giinde, en diisiik
enzim aktivitesi ise yaklasik olarak pH 5’de (5.08) ve 7 giinde hesaplanmustir.
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Sekil 4.3 P. cavernicola susu ic¢in Cizelge 4.11°de yer alan parametre degerleri

kullanilarak 15, 20 ve 25 °C sicaklikta elde edilen {i¢ boyutlu yiizeyler

Benzer sekilde P. cavernicola susu i¢in de sicakliklar arasindaki fark gézlemlenememistir

(Sekil 4.3) ve en yiiksek enzim aktivitesi tiim sicakliklar icin pH 5.3’te ve 14 giinde, en

de ve yaklasik olarak 8 giinde (8.3)

b

diisiik proteaz enzim aktivitesi ise pH 4.7

hesaplanmustir.
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Sekil 4.4 P. chrysogenum susu igin Cizelge 4.11°de yer alan parametre degerleri
kullanilarak 15, 20 ve 25 °C sicaklikta elde edilen {i¢ boyutlu yiizeyler

P. chrysogenum susu igin de sicakliklar arasindaki fark gozlemlenememistir (Sekil 4.4)

ve en yiiksek enzim aktivitesi tim sicakliklar igin yaklagik pH 5°te (5.09) ve 14 giinde
en diistik proteaz enzim aktivitesi ise pH 4.7’de ve 7 giinde hesaplanmistir
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Sekil 4.5 P. corylophilum susu icin Cizelge 4.11°de yer alan parametre degerleri
kullanilarak 15, 20 ve 25 °C sicaklikta elde edilen ii¢ boyutlu yiizeyler

Sekil 4.5’e gore P. corylophilum susu igin sicakliklar arasindaki farki degerlendirmek
miimkiindiir ¢linkii sicaklik bu sus i¢in anlamli olarak bulunmustur (Cizelge 4.10). En
diisiik proteaz enzim aktivitesi tiim sicakliklar i¢in pH 4.7 ve 7 giinde, en yiiksek enzim
aktivitesi ise 15 °C’de yaklasik pH 5’te (5.03) ve yaklasik 12 giinde (12.1); 20 °C’de

yaklasik pH 5’te (5.03) ve yaklasik 11 giinde (11.3); 25 °C’de yaklasik pH 5’te (5.03) ve
yaklasik 11 giinde (10.6) olarak hesaplanmuistir.
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5. SONUCLAR

Mikroorganizmalardan kiiflerin peynir tiretiminde yiiksek enzim aktivite dzelliklerinden
yararlanilir. Peynir iiretiminde kiiflerin kiltiir olarak kullanilmasi gergeklestirdikleri
biyokimyasal reaksiyonlar, 6zellikle proteolitik ve lipolitik enzim aktiviteleri sonucunda

peynirde tat-aroma olugmasinda biiyiik rol oynamaktadirlar.

Bu ¢alismada Divle Obrugu Tulum Peyniri iiretilmistir ve olgunlagtirmadan kullanilarak
proteaz enzimi aktivitesinde degerlendirmek icin besi ortami olarak kullanilmistir.
Kullanilan suslardan elde edilen proteaz enzimi peynir endiistrisinde saf enzim olarak
kullanilabilmesinin potansiyeli arastirilmigtir. Enzim aktivitesini incelemek i¢in ti¢ farkli
parametre pH, T ve t olarak belirlenmis ve her parametre icin {i¢ deger kullanilmistir (pH:
4.7,5.0,5.3; T: 15, 20, 25 °C; t: 7, 11,14 glin). Peynirin dogal ortamindan izole edilen
(Ozturkoglu-Budak 2016a) P. brevicompactum, P. covernicola, P. chrysogenum ve P.
corylophilum kif suslari peynir besiyerine inkiibe edilerek elde edilen siipernatantlar
kullanilarak proteaz enzim aktiviteleri tayin edilmis ve aktivite degerleri ile ii¢ boyutlu
modellemeler yapilarak geri regresyon yontemi ile anlamli sonuglar elde edilmistir. Elde
edilen siipernatantlar kullanilarak SDS-PAGE yo6ntemi ile proteaz enziminin proteinlerin
parcalanmasindaki rolii molekiil agirliklarindan yola ¢ikilarak tespit edilmistir. Elde

edilen sonuglar ve sonuglara ait degerlendirmeler asagida listelenmistir:

Proteaz Enzim Aktiviteleri Bakimindan Genel Degerlendirme: Kullanilan suslarin

hepsinin iyi birer proteaz iireticisi olacag diigiiniilmektedir.

e Kontrol olarak kullanilan peynir besiyerinin enzim aktivitesinin pH 5.3, 15 °C 14
giinde en yiiksek oldugu tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesinin pH 5.3, 20
°C’de 11 giinde tespit edilmistir. Sonuglara gore enzim aktivitesinin genel olarak en
iyi oldugu siire 7. ve 14. giinlerdedir. 7 giinden 11 giine kadar siirede genel olarak artig
halinde 11. glinde azalma ve 14. giinde artis halinde oldugu gézlenmistir. Genel olarak
siire arttikga proteaz enzim iretiminin arttigr gozlenmistir. 11. glindeki aktivitenin

azalmasinin diger parametre degerlerinin etkisinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.
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P. brevicompactum susunun enzim aktivitesinin pH 4.7, 25 °C 14 giinde en yiiksek
oldugu tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesinin pH 5.3, 15 °C’de 7 giinde tespit
edilmistir. Sonuglara gore enzim aktivitesinin genel olarak en iyi oldugu siire 14
giindiir ve 7 gilinden 14 giline kadar olan siirede genel olarak artis halinde oldugu
gozlenmistir. Siire arttik¢a proteaz enzim iiretiminin arttig1 belirlenmistir.

P. cavernicola susunun enzim aktivitesinin pH 5.0, 15 °C 14 giinde en yiiksek oldugu
tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesinin pH 4.7, 25 °C’de 7 giinde tespit
edilmistir. Sonuglara gore enzim aktivitesinin genel olarak en iyi oldugu siire 14
giindiir ve 7 giinden 14 giine kadar olan siirede genel olarak artis halinde oldugu
gbzlenmigtir. Siire arttik¢a proteaz enzim tretiminin arttig1 belirlenmistir.

P. chrysogenum susunun enzim aktivitesinin pH 5.0, 20 °C’de 14 giinde en yiiksek
oldugu tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesinin pH 4.7, 25 °C’de 11 giinde tespit
edilmistir. Sonuglara gére enzim aktivitesinin genel olarak en iyi oldugu siire 14
giindiir ve 7 giinden 14 giine kadar olan siirede genel olarak artis halinde oldugu
gbzlenmigtir. Siire arttik¢a proteaz enzim iiretiminin arttig1 diistiniilmektedir.

P. corylophilum susunun enzim aktivitesinin pH 5.0, 25 °C 11 giinde en yiiksek oldugu
tespit edilmistir. En diisiik enzim aktivitesinin pH 4.7, 25 °C’de 7 giinde tespit
edilmistir. Sonuglara gére enzim aktivitesinin genel olarak en 1yi oldugu stire 11 ve 14
giindiir. 7 giinden 14 giline kadar olan siirede genel olarak artis halinde oldugu
gozlenmistir. Siire arttik¢a proteaz enzim liretiminin arttig1 belirlenmistir.

Tim suslarin enzim aktivitelerinin genel degerlendirmesi yapildiginda en yiiksek
enzim aktivitelerinin 14. giinde (P. corylophilum 11 giinde) oldugu tespit edilmistir.
Siire parametrelerimiz olan 7, 11 ve 14 giin degerleri analiz edildiginde genel olarak
sicaklik arttik¢a enzim aktivitesinin arttig1 sonucuna varilmistir.

Tiim suslarin en yiiksek aktivite gosterdigi pH 5 degeri olarak gozlenmistir ve bu pH
degerinin tiim suslar i¢in optimum parametre degeri oldugu sonucuna varilmistir.
Peynir tliretiminde pH 5’te belirtilen kiif suslarinin inokiile edilmesiyle olgunlagmanin
optimum olarak ger¢eklesecegi diisliniilmektedir.

Sicaklik parametresi degerlendirilirken suslarin en yiiksek aktivite gosterdigi
degerlerde farklihik gosterdigi gdzlenmistir. Onceki calismalara ve peynirin
olgunlastirildig1 dogal ortam kosullarina bakarak en diisiik sicaklik olan 15 °C’nin

optimum kosullar1 saglayacagi diigiiniilmektedir.
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e Tim suslar arasinda en yiiksek enzim aktivite degeri P. corylophilum susunda
gozlenmistir. Bu susun 4 sus arasinda en iyl proteaz enzimi freticisi oldugu

distiniilmektedir.

Matematiksel Modelleme Bakimindan Genel Degerlendirme: Matematiksel
modelleme ile tiim suglarin enzim aktivite sonuglar1 ii¢ boyutlu grafiklerle gosterilmis
olup modeller sonuglarin optimizasyonu i¢in yardimci olmustur. Grafiklerden elde edilen

sonuclar asagida degerlendirilmistir:

e P. brevicompactum susuna ait model grafigi incelendiginde en yiiksek aktivite degeri
tiim sicaklik degerleri i¢in pH 4.7 degerinde ve 14 giinde gergeklestigi goriilmistiir.
Siire ve pH degeri olarak spektrofotometrik yontemler ile elde edilen sonug
karsilastirildiginda her iki sonu¢ da birbiriyle ortiismektedir. Sicakliklar arasinda
anlamli bir fark gézlenmediginde degerlendirme yapmak miimkiin olmamistir.

e P. cavernicola susuna ait model grafigi incelendiginde en yiiksek aktivite degeri tim
sicaklik degerleri i¢cin pH 5.3 degerinde ve 14 giinde gerceklestigi gozlenmistir. Siire
olarak spektrofotometrik yontemler ile elde edilen sonug karsilastirildiginda her iki
sonucunda gilin olarak 14 giinde oldugu goézlenmistir ve birbiriyle Ortiismektedir.
Spektrofotometrik yontemle elde edilen en yiiksek aktivite sonucunun pH 5’te
olmasinin nedeni olarak anlamsiz bulunan degerlerin model olustururken ¢ikarilmasi
sonucunda modelde en yiiksek aktivitenin pH 5.3 bulundugu diistiniilmektedir.
Sicakliklar arasinda anlamli bir fark gozlenmediginden degerlendirme yapmak
miimkiin olmamuistir.

e P.chrysogenum susuna ait model grafigi incelendiginde en yiiksek aktivite degeri tiim
sicaklik degerleri i¢cin pH 5.0 (yaklasik 5.09) degerinde ve 14 gilinde gergeklestigi
gozlenmistir. Stire ve pH degeri olarak spektrofotometrik yontemler ile elde edilen
sonu¢ karsilastirildiginda her iki sonug¢ da birbiriyle oOrtiismektedir. Sicakliklar
arasinda anlamli bir fark gozlenmediginden degerlendirme yapmak miimkiin
olmamustir.

e P. corylophilum susuna ait model grafigi incelendiginde en yiiksek aktivite degeri 15
°C i¢in pH 5.0 (yaklasik 5.03) degerinde ve 12 giinde (yaklasik 12.1), 20 °C i¢in pH
5.0 (yaklasik 5.03) degerinde ve 11 giinde (yaklasik 11.3), 25 °C i¢in pH 5.0 (yaklasik
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5.03) degerinde ve 11 giinde (yaklasik 10.6) gerceklestigi gozlenmistir. Sicaklik, pH
ve siire degeri olarak spektrofotometrik yontemler ile elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda her iki sonug¢ da birbiriyle Ortlismektedir. Ayrica tim suslar
arasinda en yiiksek enzim aktivitesi P. corylophilum susunda goriilmistir ve
modellemede tiim parametre degerleri icin anlamli sonuglarin bu susta olmas1 da bu

durumu kanitladigi diistiniilmektedir.

Molekiil Agirhiklar1 Bakimindan Genel Degerlendirme: Suslarin tiim parametre
degerlerinin arasindan segilen enzim aktiviteleri en yiiksek 8 verisi olanlarin molekiil
agirliklarimin degerlendirmesinde SDS-PAGE yontemi kullanilmistir ve proteaz enzim

aktivitelerinin bu yontemle bulunan sonuglara paralel olup olmadig1 kontrol edilmistir.

e En yiiksek proteaz enzim aktivitesine sahip olan Penicillium corylophilum susunun
(pH 5.0, 25 °C, 14. giin) SDS-PAGE profili incelendiginde bant olusumlarinin en
diisiik molekiil agirliklarinda olustugu gozlenmistir. Bu durumun proteaz enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu kosullarda proteinlerin par¢alanmasi daha ¢cok oldugundan
daha kiiciik peptitler olusmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu yontemden elde
edilen sonug enzim aktivitesi ile paralellik gostermistir.

e Analizi yapilan diger parametre degerleri arasindan en diisiik proteaz enzim
aktivitesine sahip olan Penicillium cavernicola susunun (pH 5.0, 15 °C, 14. giin) SDS-
PAGE profili incelendiginde bant olusumlarinin digerlerine kiyasla daha ¢ok ve daha
yiikksek molekiil agirliklarinda olustugu gozlenmistir. Bu durumun proteaz enzim
aktivitesinin diisiik oldugu kosullarda proteinlerin pargcalanmasi daha az oldugundan
daha biiyiik peptitler olusmasindan kaynaklandig diistintilmistiir. Bu yontemden elde
edilen sonug enzim aktivitesi ile paralellik gostermistir.

e SDS-PAGE yontemi ile bant olusumlar kiyaslandiginda 8 farkli bant olusumunun
proteaz enzim aktivitesi en yiiksek olanlardan en diisiige dogru degerlendirilmistir. En
yiiksek enzim aktivitesi olanlarda bant olusumu daha az ve daha kii¢lik molekiil
agirliklarinda, en diisiik enzim aktivitesi olanlarda bant olusumu daha ¢ok ve daha
biiyiik molekiil agirliklarinda oldugu gozlenmistir. Proteaz enzim aktivitesinin yiiksek

olmasmin proteinleri daha ¢ok parcaladigi, enzim aktivitesinin diisiik olmasi
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proteinleri daha az pargaladigi anlamma geldiginden kaynaklandigi sonucuna

varilmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda kullanilan, cografi isaretli yoresel bir peynirimiz olan Divle
Obrugu Tulum peynirinden izole edilen saf kiif suslarindan elde edilen proteaz
enzimlerinin rennet enzimini destekleyici olarak peynir iiretiminde kiiltiir olarak ve
biyoaktif peptit iiretimi i¢in kullanilmas1 diisiiniilebilir. Ayrica Arastirma sonucunda elde
edilen verilerin bircok peynir ¢esidinin olgunlasmasinda tat-aroma olusumu ig¢in

kullanilmas1 ve gelistirilmesi i¢in kaynak niteligi tasimaktadir.
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