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Serin Alkali Proteaz (SAP) iiretiminde subC igeren plasmid pHV1431 tasiyan
rekombinant Bacillus licheniformis ile SAP sentezini kontrol eden aspartik asit grubu
amino asitlerin —aspartik asit (Asp), asparajin (Asn), izoldzin (Ile), lizin (Lys), treonin
(Thr), metionin (Met)- SAP iiretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli ekleme
zamanlarinda ve Cya=0-15 mM derisim araliginda etkileri incelenmistir. Bu amino
asitlerden Asp, Asn, Ile, Thr, Lys sirasiyla t-=0 ekleme aninda Casp=7.5 mM
derisiminde 1.35 kat, t-=18 ekleme aninda Ca,,=5.0 mM derisiminde 1.38 kat, t.=18
ekleme aninda Cy=15 mM derisiminde 1.25 kat, t.=18 ekleme aninda Cr,~7.5mM
derisiminde 1.32 kat, t.=0 ekleme aninda Cyy=2.5 mM derisiminde 1.12 kat attirirken,
metionin (Met) ise iiretimi inhibe etmistir. Diger taraftan farkli rekombinant tiirleri ile
de birer set deney yapilmis, rekombinant B.subtilis ile t-=0 ekleme aninda ii¢ farkl
derisimde (2.5, 5.0, 7.5 mM), rekombinant B.amyloliquefaciens ve rekombinant
B.sphaericus ile de t=0’da ve her biri Cya=2.5 mM derigsimde aspartik asit grubu amino
asitlerin etkisi incelenmis; bunun sonucunda rekombinant B.subtilis’de Asp 1.28 kat,
Asn 1.25 kat, Thr 1.30 kat, Lys 1.67 kat, Met 1.41 kat iiretimi arttirmis; Ile ise inhibe
etmistir. Rekombinant B.amyloliquefaciens’de ise Asp tlretimi 1.35 kat, Asn 1.25 kat
arttirmig; Thr, Ile, ve Lys ise inhibe etmistir. Rekombinant B.sphaericus’da ise Asp
tretimi 1.35, Thr 1.28 kat, Lys 1.26, Ile ise 1.22 kat arttirmig; Asn ise iiretimi inhibe
etmistir. Programin ikinci asamasinda ise rekombinant B.licheniformis ile optimum
derisimleri belli olan aspartik asit grubu amino asitlerin SAP verimine ve se¢imliligine,
iiriin ve yan irlin dagilimlarina etkisi incelenmis ve her amino asit ic¢in ii¢ farkl
derisimde metabolik yolizi analizi yapilmistir. Metabolik yolizi analizinin sonucunda
SAP iiretiminde ortama optimum ekleme aninda ve optimum derisimde eklenen Asp,
Asn, Thr, Ile, Lys’nin SAP iiretimini arttirarak iiretimde bir darbogaz olmaktan ¢iktigi
belirlenmis, bu ¢alismadan sonra yapilacak c¢alismalarda mikroorganizmalarda
regiilasyon mekanizmalar1 dikkate alinarak genetik modifikasyon yapilmasi durumunda
tiretimin daha fazla arttirabilecegi sonucuna ulasilmistir.

2007, 148 sayfa

Anahtar Kelimeler: Serin alkali proteaz iiretimi, rekombinant Bacillus, kontrol eden amino
asitler, amino asitler, metabolik yolizi miithendisligi.
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INVESTIGATION OF EFFECTS ON PROTEASE PRODUCTION WHICH
ASPARTIC ACID GROUP AMINO ACID CONTROL OF SYNTHESIS ON SERINE
ALKALINE PROTEASE
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The effects of concentration and addition of aspartic asid group amino acids on serine
alkaline protease (SAP) production in order to determine the controlling amino acids of
SAP synthesis were investigated by using recombinant Bacillus licheniformis carrying
subC gene encoding SAP enzyme. SAP activity was increased in each enriched
bioprocess medium containing 7.5 mM aspartic acid (Asp), 5.0 mM asparagine (Asn),
15 mM 1soleucine (Ile), 7.5 mM threonine (Thr), 2.5 mM lysine (Lys), respectively,
1.35, 1.38, 1.25, 1.32, 1.12 fold. Methionine was inhibated the production of SAP
synthesis. The effects of aspartic acid group amino acids on SAP production with he
other recombinant Bacillus species (r-B.subtilis, r-B.sphaericus, r-B.amyloliquefaciens)
was investigated. With r-B.subtilis; SAP activity was increased in each enriched
bioprocess medium containing Asp, Asn, Thr, Lys, Met respectively 1.28, 1.25, 1.30,
1.67, 1.41 fold but Ile inhibated the production of SAP synthesis. With r-B.sphaericus;
SAP activity increased in each enriched bioprocess medium containing Asp, Thr, Lys,
Ile respectively, 1.35, 1.28, 1.26, 1.22 but Asn was inhibated the SAP production. With
r-B.amyloliquefaciens SAP activity increased in each enriched bioprocess medium
containing Asp, Asn respectively 1.35, 1.25 fold but Ile, Lys, Thr inhibated the SAP
production. Threafter, the mass-flux balance based stoichiometric model for the
bioreaction network that includes 236 reactions and 183 metabolites were developed;
and then solved using the extracellular concentration data together with the batch-
bioreactor medium concentration measurements. Results of the metabolic pathway
analysis; aspartic acid group amino acids were bootleneck of the SAP production.

2007, 148 pages

Key Words: Serine alkaline protease production, recombinant Bacillus, controlling
amino acids, intracellular metabolites, amino acids, metabolic pathway analysis.
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ONSOZ ve TESEKKUR

Serin alkali proteaz enzimi iiretimi iginde yer alan bu calisma Ankara Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisi Kimya Miihendisligi (Proses ve Reaktor Tasarimi) Anabilim
Dalinda, Biyokimyasal ve Kimyasal Reaksiyon Miihendisligi Arastirma Grubunda
yiriitiilmekte olan, siiren enzim tiretim arastirmalarinin bir boliimiinii olusturmustur.

1998 bahar doneminde Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi programini
tamamlaylp mezun olduktan sonra aymi yil giiz doneminde 6zel G6grenci olarak
Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Yiiksek Lisans programina baslayip, 1999
yili bahar déneminde Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Yiiksek Lisans
programina gegis yaptim. Bu donemden baslayarak bir yandan derslerimi tamamlarken
bir yandan da genis bir kaynak aragtirmasi yaparak ve kaynaklari inceleyerek tez
projemin temellerini olusturmaya bagladim. Derslerimi tamamladiktan sonra,
labaratuarlarda yiirlimekte olan diger lisansiistii ¢aligmalara etkin olarak katildim. Bu
asamada sistemlerin ve cihazlarin kullanimu ile ilgili tecriibe kazanarak, laboratuarlara
uyumumu gelistirdikten ve deneysel programimla ilgili alt yapiy1 olusturduktan sonra
tez projem kapsamindaki deneylerime biiyiik bir istekle basladim. Ancak 2000 yili
Mayis ayinda gecirdigim rahatsizlik ve ameliyat nedeniyle Yiksek Lisans
aragtirmalarima yaklasik bir sene ara vermek zorunda kaldim. May1s 2001 yilinda tekrar
dondiigiim ve kaldigim yerden basladigim Yiiksek Lisans arastirmalarimi, hastaligimin
tekrar niiksetmesi sonucu Eyliil 2001 ‘de kaydimu sildirerek birakmak zorunda kaldim.
2005 yilinda ¢ikan bir kanunun verdigi hak (af) ile arastirma programimin sonunda
biraktigim Yiiksek Lisans tez ¢alismalarima tekrar basladim.

Bu zorlu maraton boyunca bana destek olan ve yarim kalan Yiiksek Lisans egitimime
biiyiik bir 6zveri gostererek tekrar baglamami saglayan, Ankara Universitesi’ne
geldigimde ilk goriismemde ve tekrar baslamak icin geldigimde beni igtenlikle
karsilayan; yliksek lisans caligsmalarim siiresince ilgi ve desteklerini higbir zaman
esirgemeyen danisman hocam sayin Prof.Dr. Tunger H. Ozdamar ve es-danisman
hocam sayin Prof. Dr. Pinar Calik’a (ODTU) tesekkiirlerimi sunmay1 bir borg bilirim.

Yiiksek Lisans caligmalarim stiresince her konuda destek ve bilgilerini sunmaktan
¢ekinmeyen hocalarim Sayin Prof. Dr. Giizide Calik’a ve Sayin Prof. Dr. Serpil Takag’a
tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans 6grenimimin 1.evresinde (200! sonuna kadar) birlikte hayatimizin en
giizel, emek dolu, zorlu giinlerini geg¢irdigimiz, her seyi paylastigimiz yiizii gibi kalbi de
giizel olan sevgili arkadasim KYM Nur Pehlivan’a, sevgi ve ilgilerini her zaman
hissettigim, hep yanimda olan simdi her biri farkli yerlerde olan arkadaslarim Dr.ilknur
Senver Ozgelik’e (TUBITAK), Dr.Sema Elmas Salgin’a (Cumhuriyet Univ), KYM
Emine Kavdir’a ve KYM Arzu Bayram’a igtenlikle tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca bana dogruyu gosteren, haksizliklara karsi miicadele etmenin,
okumanin, caliskanligin ve diiriistliiglin insan hayatindaki en biiyiik erdemler oldugunu
Ogreten ve bana maddi manevi her tiirlii destegi saglayan, sevgili babam emekli
ogretmen Nejat Tosun’a; her zamanki pozitifligiyle bana yasama giicii veren, yiiksek

il



lisans ¢aligmalarimin gece sabaha kadar siiren deney asamalarinda dahi bana eslik eden,
hayattaki en 1yi arkadasim canim annem Eczaci Sabriye Tosun’a 6zel olarak tesekkiir
ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca benim her tiirli maddi manevi ihtiyacimi karsilayan,
ikinci annelerim sevgili anneannem ve teyzeme, bu siire zarfinda bana her esin
gosteremeyecegi bir anlayis, sabir ve sevgiyle yaklasan en biiyiik destek¢im, hayat
arkadasim, can yoldasim Ziraat Miihendisi Veli Ercan’a tesekkiir ederim.

Son olarak, ¢ocuklugumdan itibaren hi¢ tanimama ragmen ailem tarafindan anlatilan
basarilarinin etkisiyle biiylidiiglim, okumamda, miihendislik meslegini segmemde ve
yiiksek lisans egitimimi tamamlamamdaki en biiyiikk etken merhum dedem Makine
Yiiksek Miihendisi Albay Bali Ersever’i de rahmetle aniyorum.

Bahar Tosun Ercan

Ankara, Ekim 2007
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SIMGELER DiZiNi

SAP aktivitesi, U/cm?®

Amino asit derisimi, kg/m’

Birim hiicre basina amino asit derigimi,g/gx
Glukoz derisimi, kg/m’

Baslangi¢ substrat derisimi, kg/m’
Mikroorganizma derisimi, g/l

Karistirma hizi, dk™
Hacimsel gaz akis hizi, m
Birim hacme gonderilen gaz hizi, vvm=m’/m’/dk
Kalma siiresi, s veya st

Sicaklik, °C veya K

Biyodoniisiim ortami, hacmi, m’

Biyoreaktor hacmi, m’

Spesifik gogalma hizi, st™

Maksimum spesifik ¢ogalma hizi, st

Dalga boyu, nm

3
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KISALTMALAR DIiZiNi

Ac Asetik asit DHF 7,8 dihidrofolat

AcAc Aseto asetikasit Disoval 2,3-dihidroksiizovalerat

AacAc Amino-aseto-asetat DMV 2,3-dihidroksiizovalerat

AcAcCoA Aseto-asetil-CoA Dqui 3-dehidroquinat
N-asetil-L-2amino-

AcAKM  6ketopimelat Dshik 3-dehidrosisikimat

AcCoA Asetil-CoA Dttp 2-deoksiTTP

AcDAP N-asetil-L,L diaminopimelat E4P Eritroz-4fosfat

AcGlu N-asetil glutamat F10THF N10-formil-THF

AcGluP  N-asetil glutamil-P F6P Fruktoz-6-fosfat

AcGluSa N-asetil glutamat-semialdehit FA Fatty asitleri

AcHbut 2-aseto 2-hidroksibiitirat fAcAc Fumarilasetoasetat

Acorn Asetil ornitin FADH Flavin adenindiniikleotit

AcrCoA  AkrililCoA Fglu N-forminolglutamat

ADP Adenosin-5 difosfat FKV N-forminolglutamat

AdipADP 3-oxoadipat FTHF N-formilkynurenin

AdipCoA  3-oxoadipil-CoA Fum Fumarat

ADPHep ADP-D-gliserol-Dmonoheptaz =~ G1P Glukoz-1-fosfat

AEL 3-oxoadipat-enol-lakton G6P Glukoz-6-fosfat

Ala L-alanin GDP Guanosin-1-difosfat

Amp Adenozin5-monofosfat GL3P Gliserol-5fosfat

Anth Antranilat Glc Glukoz

Arg L-Arginin Gln L-Glutamin

Asn L-Asparajin Glu L-Glutamat

Asp L-Aspartik asit Gluc Glukonat

AspgP 4-Aspergil-P Gluc6P Glukonat-6-fosfat

AspP Aspartil-P GlucCoA Glukonil-koenzimA

AspSa Aspartat semialdehit GluCoA Glutaril-CoA

ATP Adenozin5-trifosfat GluP L-Glutamil-P

CaP Karbomilfosfat GluSa Glu-5-semialdehit

Cat Katekhol Glx Gliksolat

CDP Sistidin5-difosfat Gly L-Glisin

CDPEtN  CDP-etanolamin GMP Guanosin-5-monofosfat
3-karboksi-3-

ChisoCap hidroksiizokaproat GTP Guanosin-5-trifosfat

Chor Korismat H2S Hidrojensiilfit

Cit Sitrat HBCoA 3-hidroksi biitiril-koenzimA

Citr Sitrulin Hcys Homosistein

CisAc Cis-akonilat Hgen Homojentisat

CMP SistidinS-monofosfat HIBCoA -hidroksibiitiril-koenzimA
CMP-3deoksiD-

CMPKDO mannooktulosonat Hibut Hidroksiizobiitirat

CO2 Karbondioksit HisP L-histidinol-P
1-/2-karboksifenilamino)-1-

CrotCoA  dehidroksibiiloz 5-P Oval 2-oxometil valerat

CTP Sistidin-5-trifosfat Orn L-Ornitin
O-(1-karboksivinil)-3-P

CV3Pshik sikimat HMGCoA  Metil glutakonil koenzimA

Cys L-Sistein HPP 4-hidroksifenilpiruvat

Cyn L-Sistatiyonin HPPyr 4,4 hidroksifenilpiruvat
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L-Tirozin
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Uridin 5-difosfat
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Uridin 5-difosfat
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L-Valin
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PropCoA
Prep
PropCoA
PRPP
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Propiyonil-CoA
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L-Treonin
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1. GIRIS

“Serin Alkali Proteaz (SAP) setezini kontrol eden aspartik asit grubu amino asitlerin
proteaz liretimine etkisinin arastirilmasi” konulu yiiksek lisans ¢alismasinda serin alkali
proteaz geni (subC), pHV1431 plasmidi tasiyan rekombinant Bacillus tiiri
mikroorganizma tarafindan gerceklestirilen, SAP sentezini kontrol eden aspartik asit
grubu amino asitler belirlenerek bunlarin SAP iiretimine etkisi arastirilmis, SAP
liretimini arttiran amino asitler belirlendikten sonra bu amino asitlerin SAP iiretiminde

darbogaz olusturup olusturmadiginin aragtiritlmasi programlanmustir.

Biyoteknolojik iirtinler olan biyomolekiiller -mikrobiyal, bitki doku veya hayvan doku-
hiicreleri, enzimler veya diger biyolojik sistemler kullanilarak, hiicre i¢inde veya hiicre
disinda biyokimyasal tepkime yolizleri izlenerek iiretilirler. Biyoteknolojik proseslerde
biyomolekiilleri iireten sektdrler {iriinii kullanan sektdr temel alinarak asagidaki gibi

gruplanirlar:

1. Farmasotik Hammaddeler Sektorii

2. Biyokimyasal Temel Maddeler Sektorler Grubu

3. Enzim Uretim Sektorii

4 . Klasik Fermantasyon Uriinleri Sektorler Grubu

5. Hayvancilik, Ormancilik, Tarim Sektorleri I¢in Biyoteknolojik Uriinler Ureten
Sektorler

6. Biyoteknolojik Proseslerle Atik Aritimi ve Enerji Uretimi

seklinde gruplanmaktadirlar. Uluslararasi Standart Sanayi Siniflamasi (ISIC) 241 ve

242 grup numaralari, tanimlanan sanayi liriinlerini kapsamaktadir.



Biyomolekiillerden, Proteolitik enzimler peptit baglarini hidrolize eden enzimlerdir;
katalizleme bi¢imine bagl olarak peptidazlar ve proteazlar olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Peptidazlar ancak u¢ amino asitleri veya dipeptitleri hidroliz edebildiginden ikincil
oneme sahiptir. Proteazlar ise fizikokimyasal ve katalitik 6zellikleri dikkate alindiginda
kompleks enzimlerdir. Proteazlar1 siniflandirmak ve sistematik olarak adlandirmak zor
oldugundan, iretildigi kaynak ve katalitik mekanizma dikkate alinarak adlandirilirlar

(Kalisz 1988).

Proteazlar biyokatalitik mekanizmalar1 temel alinarak gruplandirilmis ve,
*serin proteazlar (E.C.3.4.21),

*sistein (tiyol) proteazlar (E.C.3.4.22),

*aspartik (karboksil) proteazlar (3.4.23),

*metallo (notral) proteazlar (E.C.3.4.24),

olmak iizere dort gruba ayrilmistir (Frost and Moss 1987). Proteaz enzimleri Hiicreici
ve hiicre dis1 olarak iiretilirler; bitki, hayvan ve mikroorganizma hiicrelerinin metabolik
ve regiilasyon proseslerinde onemli iglevleri bulunur. Hiicre disi proteazlar hiicrenin
bulundugu ortamdaki biiyiik polipeptit baglarin1 —6rnegin proteinleri- hidroliz tepkimesi
ile pargalayarak hiicre igine tasinabilecek kii¢iik molekiillii iirlinlere doniistiiriirler (Frost

and Moss 1987).

Serin proteaz enzimlerinin aktif konumlarinda serin gruplar1 bulunmaktadir. Birgok
substrata kars1 spesifik olarak aktif olan serin proteaz enzimlerinin genellikle molekiil
agirliklan kiigtiktlir (18.5-35 kDa), optimum pH degerleri yaklagik pH=10 izoelektrik
noktalar1 ise yaklagik pI=9 dolayindadir (Frost and Moss 1987, Kalisz 1988).
Mikrobiyal serin proteazlar i¢inde serin alkali proteazlar katki maddesi olarak deterjan
endiistrisinde, gida endiistrisinde (et, icecek, siit, vd.), deri sanayinde, fotograf
endiistrisinde (filmden giimiislin geri kazanimi), biiylik 6neme sahiptir. Yalniz deterjan
endistrisinde  kullanilan miktar toplam mikrobiyal enzim dretiminin  %35’ini

olusturmaktadir (Kirk and Othmer 1983, Kalisz 1988).

Ticari 6nemi olan enzimlerin toplam iiretiminin %60’ 11 proteazlar olusturmaktadir.



Bunlar i¢inde bakteriyel proteazlarin iiretimi yaklasitk 500 ton/y1l ve birim
fiyat1120$/kg’dir. Endiistriyel enzim {iretiminin biiyiilk kismi1 Avrupa’da yapilmaktadir.
Uretim kapasitesi agisindan énemli kuruluslar sirastyla Novo Industr1 A/S (Danimarka),
Gistbrocades (Hollanda), Miles Labaratories (USA), ve Hansen (Danimarka)’dir
(Cizelge 1.1) (Kirk and Othmer 1983, Frost and Moss 1987, Kalisz 1988)

Serin alkali proteazlar i¢inde ticari adi1 “Subtilisin Carlsberg” (SC) olan enzim Carlsberg
Laboratory’de (1947) bulunmus; 1960°da endiistriyel iiretimine baslanmistir. “Subtilisin
Novo” (SN) ise ikincil ticari oneme sahiptir. “Subtilisin Carlsberg”in Bacillus
licheniformis, Subtilisin Novo’nun ise Bacillus amyloliquefaciens ile Tretildigi
bilinmektedir. Bu enzimler peptit baglarinin ¢ogunu ve bazi ester baglarin1 hidrolize
ederler. Bu iki ticari alkali proteaz enziminin yapisi incelenmis ve protein yapilarinda
58 amino asit dizininin farkli oldugu belirlenmistir. SC ve SN enzimlerinin molekiil
agirliklar1 27.5 kDa, optimum sicakliklart 60°C, optimum pH’lar1 ise 10 civarindadir.
Sistein gruplarini icermeyen bu iki enzimin aktif konumlarinin serin (221), histidin (64),

aspartik asit (32) gruplari tarafindan olusturuldugu bildirilmistir (Calik 1998).

Cizelge 1.1. Endiistriyel enzim iireten kuruluglar

KURULUS SATIS PAY1%
Novo Industr1 A/S (Danimarka) 40
Gist-brocades (Hollanda) 20
Miles Labarotiries 10
Hansen (Danimarka) 5
Sanofi (Fransa) 5
Finish Sugar (Finlandiya) 5
Digerleri 15



Endiistriyel enzimler mikroorganizmalardan oldugu gibi bitki ve hayvan dokularindan
da izole edilebilirler. Hayvan doku kaynakli enzimler, hayvanlarin pankreas, mide,
karaciger vd organlarindan; bitki doku kaynakli enzimler, bitkilerin tohumlarindan,
meyvelerinden, sap ve diger bdliimlerinden elde edilirler. Mikroorganizmalarin
biyokimyasal farkliliklari, ortam tasarimi ile enzim derisiminin kolayca arttirilabilmesi
mikroorganizmalart hayvan ve bitki doku kaynakli enzimlere sec¢imli yapmaktadir.

Mikrobiyal hiicrelerin:

*kisa proses siireleri,

*pahali olmayan iiretim ortamlari,

*farkli mikroorganizmalarda farkli proteinlerin ayni tepkimeleri katalizlemesi ve
*mikroorganizma izolasyonunun basit olmasi ve degisik optimum pH, sicaklik ve

kararliliga sahip olmasi gibi tistiinliikleri vardir.

Rekombinant DNA teknolojisinin gelisimi ile genetik bilginin bir organizmadan diger
organizmaya aktarilmasiyla mikroorganizmalarin {iretim potansiyellerinin arttirilmasi
miimkiin olmustur. Bacilli serin alkali proteaz iiretebilen bakteri grubudur. Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis ve Bacillus amyloliquefaciens tiirleri serin alkali proteaz
tiretimi i¢in potansiyel bakterilerdir. Bacillus tirii bakteri, toksik olmayan hiicre
duvarma sahip, tek membrani olan, irettigi proteinleri (enzimleri) hiicre disina
aktarilabilen, patojen olmayan mikroorganizmalardir (Frost 1987). Bacillus tiirleri -
degeri $700-800 milyon olan- diger endistriyel enzimler, antibiyotikler ve
insektisidlerin {iretimi i¢in de kullanilabilmektedir. Bunun yaninda Bacillus tiirleri
yiyeceklerde tat gelistirilmesinde kullanilan niikleotid ve niikleosit iiretiminde ve amino
asit liretiminde de kullanilmaktadir. Bacillus tiirlerinin kullanildigi, hizla gelisen 6zgiin
baska bir alan da molekiiler genetik arastirmalardir; genlerin ekspres edilmelerinde
konak hiicre olarak kullanilmaktadirlar. Alkali proteaz iiretimine iliskin olarak siireli
yayin literatiiriinde farkli mikroorganizmalar i¢in ortam tasarimlar1 yapilmis ve yari-
tanimlanmis ortamlar verilmistir. Fakat farkli yayimlarda ayni tiir mikroorganizma igin

yapilan ortam tasariminda dahi iiretim ortami bilesen ve derigimleri birbirinden farklilik



gostermektedir. Literatiirde Hanlon et al. (1981) yaptiklar caligmada kisith karbon ve
azot kaynaklar1 kullanildiginda Bacillus licheniformis’in iistel ¢ogalmasi sirasinda
basitrasin ve proteaz iiretiminin sporlanma ile ilgisini; Hanlon et al. 1982’de yaptiklari
ikinci ¢alismada ise Bacillus licheniformis tarafindan gerceklestirilen basitrasin ve
proteaz iretimi iizerine Glukoz, amonyum ve magnezyum derisiminin etkisini;
Frankena et al.(1985) siirekli kiiltiirde Bacillus licheniformis’in ¢ogalma ve hiicre dis1
enzim tretimini; 1986’da yaptiklar1 ikinci calismada Glukoz kisitlamasi disindaki
kisitlamalarin Bacillus licheniformis’in ¢ogalma ve hiicre dis1 enzim iiretimine etkisini;
Moon and Parulekar (1991,1993) siirekli ve kesikli isletimde alkali proteaz {iretimi igin
karbon ve enerji kaynaklariin etkilerini; Hiibner et al (1993) Bacillus licheniformis ile
kompleks bir ortamda kesikli ve yar1 kesikli isletimlerde alkali proteaz iiretimini
arastirmiglardir. Calik vd (1999) Bacillus licheniformis ile SAP iiretim prosesinde
Hiicreici tepkimelerin 6nce biyokimyasini inceleyerek tepkime yolizini belirlemisler;
sonra kiitle korunum temelli 105 metabolitin yer aldigi 147 tepkimeden olusan
matematik model kurulmustur. Matematik model bir optimizasyon yaklasimi yapilarak
¢oOziilmiis ve biyoproses siiresince degisik kalma siireleri i¢in metabolik yolizi analizi
yapilarak tepkime hizlarindaki degisimler incelenmistir. Calik vd (1999) Bacillus
licheniformis tarafindan tretilen SAP enziminin metabolik yolizi analizlerinde oksijen
aktariminin etkisini incelemislerdir. Calik vd (2000) oksijen aktariminin regiilasyon
etkisini arastirmiglar ve SAP iiretimini arttirmak amaciyla dinamik biyoreaktor isletimi
icin bir oksijen aktarim stratejisi gelistirmiglerdir. Literatiirde SAP enziminin yapitaslari
olan amino asitlerin SAP {iretimine etkisi ve bunun da 6tesinde liretim sirasinda hiicre
ici metabolitlerin derisimlerinin degisimi ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir.
Biyoteknolojik prosesler i¢in metabolik yolizi analizi (MYA) son on yilda
uygulanabilmekte ve bulgular1 prosesin gelistirilmesi amaciyla ¢ok yararli sonuglar
vermektedir. Yontem hiicre i¢i reaksiyonlarin hiz/aki dagilimlarinin belirlenmesine
dayanmaktadir. Calik vd (1999)’nin yaptigi ¢aligmada SAP enzimi i¢in Bacillus
licheniformis ile metabolik yolizi lizerindeki tepkimeler arastirilmis ve SAP sentezinde
hiicrei¢i amino asit akilarmin biiyiikk 6nem tasidign bildirilmistir. Ozellikle SAP
yapisindaki amino asitlerin %26’sin1 olusturan aspartik asit grubu amino asitlerin aki
degerlerinin biyoproses sliresince diisiik oldugu belirlenmis ve bu amino asitler

diizenleyici 0Ozellige sahip oldugu i¢in de SAP sentezinde darbogaz olusturma



olasiliginin diger amino asitlere gore daha yiiksek olmasi gerektigi diistiniilmiistiir. Bu
amino asitlerin SAP iiretim ortamima eklenmesi, hiicre i¢i metabolizmay1 ve aki

dagilimini etkilemekte, bu da SAP iiretim hizina yansimaktadir.

Bu yiiksek lisans c¢alismasinda, SAP iiretiminden sorumlu subC geni igeren plasmid
pHV1431 tastyan rekombinant Bacillus tiirleri konak hiicre olarak kullanilarak SAP
sentezini kontrol eden aspartik asit grubu amino asitler belirlenerek, bu amino asitlerin
SAP verim ve secimliligine, lirlin ve yan {irlin dagilimlarina etkisi arastirilmis;

metabolik yolizi analizi yapilarak tepkime hizlarindaki degisimler incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Mikroorganizmalar: Mikrobiyoreaktorler

Hiicreler biitiin canli organizmalarda yer alan en kii¢iik yapisal ve fonksiyonel birimdir.
Biyokimyasal reaksiyonlar canli hiicrelerde meydana gelir.Hiicreler c¢iplak gozle
goriilemeyecek kadar kiiciik olup bunlarin ¢ok ince yapilar1 elektron mikroskobu
yardimi ile belirlenebilmektedir. Hiicreler, 6nce gelisme, sonra boliinerek ¢cogalma ve
boliinmeden sonra kisa siireli dinlenme, eksik metabolik maddelerini tamamlama gibi
stireclerden gegerler. Organizmalar fiziksel sekil ve yapi, enerji ve besin ihtiyaclari,
cogalma ve liretme-salgilama hizlari, ireme yontemleri ve hareket etme vasitalari ve
kabiliyetleri arasindaki farklara gore prokaryotlar ve Okaryotlar olmak {izere iki ana
gruba ayrilir. Sekil 2.1'de hiicrelerin siiflandirilmasi verilmistir (Bailey and Ollis

1986).

Hucreler
Prokaryotik hiicreler gi?car"eylgtrlk
Bakteriler Mavi-yesil algler l l l
Fungi Algler Protozoalar
Kafler Mayalar

Sekil 2.1 Hiicrelerin siniflandirilmasi



2.1.1 Hiicrelerin yapisi

Metabolizma yani biyokimyasal reaksiyonlar dizisinin iyi anlagilabilmesi i¢in hiicrenin
yapisi, organelleri ve biyokimyasal reaksiyonlarin hiicrenin hangi bdliimlerinde

meydana geldiginin bilinmesi gerekmektedir.

Prokaryotik hiicreler (tek hiicreliler) yapisal olarak, oldukga basit ve dkaryotik hiicrelere
kiyasla daha kiiclik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yasamsal olaylar1 i¢in farklilasmis
organelleri yoktur. Okaryot hiicreler ise organelleriyle yapisal ozellikler gdsteren,
cekirdegi bir zarla stoplazmadan ayrilmis hiicrelerdir. Bu hiicreler belirtildigi gibi kendi
aralarinda farkliliklar gosterse de yapilarinda {i¢ ana boliim yer almaktadir. Bunlar

1.Hiicre zar 2. Stoplazma 3. Cekirdek.

Hiicre zar1; 6zel bir protoplazma yapisinda olan ve hiicreye seklini veren, hiicrenin
bicimini koruyan ve ayrica hiicreyi diger hiicrelerden ayiran ince bir yapidir. Ayrica,
disaridan alinan uygun besinlerle, salgilarin stoplazmaya girmesini ve hiicre i¢inde

olusan metabolizma iiriinlerinin de disariya ¢ikmasini saglar.

Stoplazma; c¢ekirdek ile zar arasindaki kisim olup igerisinde kolloidal ozellikte
stoplazma sivist ile ¢esitli proteinler ve enzimler bulunur. Stoplazma igerisinde hiicrenin

organelleri dagilmig durumdadir.

Cekirdek; her hiicrede hiicre sekline ve biiyiikliigiine uygun bi¢cimde olan ve stoplazma
ile sar1li durumda bulunan hiicrenin en 6nemli organelidir. Cekirdegin ¢evresi bir zar ile
cevrili olup bu zar araciligi ile stoplazmadan siirekli olarak madde aligverisi olmaktadir

(Pekin 1980, Bailey and Ollis 1986).



2.1.1.1 Prokaryotik hiicreler

Prokaryotik hiicreler kiiciik ve basit hiicrelerdir; zarla cevrili ¢ekirdek icermezler.
Prokaryotik hiicreler genellikle yalniz bulunurlar ve diger hiicreler ile birlesmezler. Bu
gruptaki hiicreler kiiresel, spiral ve ¢ubuk big¢iminde olabilirler. Boyutlar1 0.5-3 pm
mertebesindedir. Prokaryotik hiicreler yaklasik 20 dakikada bir bdliinerek iki yavru
hiicre olustururlar; biyokimyasal olarak zengindirler ve bir¢ok karbon kaynagini
kullanabilirler. Bu ve diger 6zellikleri prokaryotik hiicrelerin genis bir ¢evreye adapte
olmalarm saglar. Prokaryotik bir hiicre yaklasik 200 A kalinlikta gdzenekli hiicre
duvan tarafindan sarilmistir. Bu duvar hiicrenin bitiinliigiinii korur ve ona yapisal
olarak dayamklilik verir. Hiicre duvarinin altinda yaklasik 70 A kalinliginda hiicre zari
vardir. Plazma zar olarak da adlandirilan bu zar tiim hiicrelerde bulunur. Hiicre zari
karbon ve enerji kaynaklarinin hiicreye taginimini, stoplazmaya ge¢mesini ve hiicre
icinde olusan metabolik {iriinlerinin de hiicre disina aktarimini saglar. Hiicrelerin temel
kontrol birimi c¢ekirdektir ve tiim genetik bilgi bu birimde saklanir. Prokaryotik
hiicrelerin stoplazmalarinda protein ve RNA'lardan olusan ribozomlar bulunur. Bu
birimde protein sentezi gerceklesir. Stoplazma, cekirdek ile zar arasin1 dolduran ve
hiicre organellerini tutan s1ivi maddedir. Baz1 prokaryotlarda plazma zar1 belli yerlerden
hiicre i¢ine dogru uzayip katlanarak zar yiizeyini arttirir. Bu katlanmalara mezozom
denir. Mezozomun solunum ve hiicre boliinmesi gibi hiicresel etkinliklere katildigi

diisiiniilmektedir (Bailey and Ollis 1986).

Bakteriler

Bakterilerin tam olarak tanimlanmasi giictiir; prokaryotlar grubunda, tek hiicreli ve
boliinen mikroorganizmalar seklinde tanimlanabilirler. Bakteriler dis taraftan sert bir
hiicre duvar ile gevrilirler; tiirlerinin ¢ogunun hiicre duvarinin dis ylizeyi kapsiil veya
slime-layer olarak adlandirilan yapiskan, jelatinimsi bir tabaka ile kaplanmistir. Tipik
bakteri hiicresi sekil 2.2'de gosterilmistir. Basit bakteriler spor, kam¢i ve kapsiil
igermezler. 0.5-2.0 mikron uzunluk ve 0.2-4.0 mikron ¢apindadirlar. ince ipliksi bir ag
seklinde goriinen ¢ekirdegi dogrudan dogruya sitoplazma ile sinirlanmis olan bakteriler

sekil 2.3'de goriilen ii¢ temel morfolojik sekilde bulunabilirler.



Sekil 2.2. Bakteri hiicresi

Kuresel
(Coccus)

Cubuk galg
(Rods) )

Sekil 2.3. Bakterilerin ti¢ farkh formu
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a) Cubuk (rod): Genel olarak 0.5-4.0 um uzunluk ve 0.5-4.0 um genisliktedir. Bacillus

bu gruba girmektedir.

b) Kiiresel (coccus): Caplar1 0.5-4 um arasinda degismektedir.

¢) Sarmal (spirilli): Yaklasik 1 pm uzunluk ve 0.5 pm genigliktedir.

Bakteriler tiir ve ¢evresel kosullara gore tek, ikili, kiimeli ya da uzun zincirli gruplar
halinde bulunabilirler. Hiicre zar1 besinlere kars1 yar1 gecirgen 6zellikte olup, kuru hiicre
agirligimin yaklagik %5-10"nunu olusturur. Bu zar baslica %50 protein, %28 yag, %15-
20 karbonhidrat igeren ¢ift katmanli bir yap1 gdsterir. Gram-pozitif bakterilerin hiicre

zarinda aromatik ve kiikiirt iceren amino asitler, arginin ve pirolin bulunmaz. Gram-
negatif hiicrelerin zarlar ise lipidce daha zengindir. Hiicre zarinda elektron aktaran ve

oksidatif fosfatlanmayi saglayan enzimler bulunmaktadir.

Bakteri hiicrelerinde; endoplazmik retikulum, mitokondria, golgi kompleksi bulunmaz.
Cubuk ve sarmal yapida olanlarin bir ya da her iki ucunda bazen de tiim yiizeyinde
hareket etmeye yarayan kamg¢i bulunur. Bu kamgilarin boylar1 genellikle bakteri

boyunun bir kag¢ katina ulasir.

Bazi bakteriler stoplazmalarinda spor yapma ve bulundurma potansiyeline sahiptirler.
Bu tip bakteriler yiliksek ve diisiik sicaklik, kuraklik, osmoz ve kimyasal etkilere karsi
direnclidirler. Cevre kosullarinin uygun olmadigi durumlarda spor yapabilen bakteriler
giic dis etkenlere kars1 tiirlinii koruyabilmek i¢in "spor" olustururlar. Spor, uygun besi
yerinde ve c¢evre kosullarinda bulundugu zaman kendini koruyan korteksinden
kurtularak yasamsal faaliyetlerine geri doner. Bacillus, spor yapan bakterilerdendir. Bu

bakterilerin sporlar1 havada ve toprakta bulunmaktadir (Bailey and Ollis 1986).
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2.1.1.2 OKaryotik hiicreler

Okaryotik hiicreler prokaryotik hiicrelere oranla daha komplekstir. Tiim yiiksek
organizmalarin  hiicreleri bu smifa girer. Bunun yaninda tek hiicreli
mikroorganizmalarin da 6nemli bir grubu okaryotik hiicrelerdir. Sekil 2.3'de  dkaryotik
bir hiicre sematik olarak gosterilmistir. Okaryotik hiicre stoplazmasi, hiicrenin
aktivitelerini yiiriitmek icin Ozel yapilara ve fonksiyonlara sahip olan ¢ok sayida
organele sahiptir. Okaryotik hiicreler, prokaryotik hiicrelerde de bulunabilen benzer bir
zar ile ¢evrilmistir. Bu zarin dis yiizeyinde hiicre duvari olabilir. Bu dig rtiiniin yapisi

hiicre tiiriine baghdir. Ornegin yiiksek organizmalar olan hayvan hiicreleri ince bir hiicre
duvarma sahiptir. Bu duvarin 6zel yapiskan 6zellikleri, karaciger gibi 6zel amag igin
kullanilan dokular1 ve organlar1 olusturmak igin benzer hiicreleri tutucu olmasi
onemlidir. Hiicre zarindan baslayip hiicre icinde ¢ekirdek zaria kadar uzanan kompleks
ince membran kanallar sistemi olan endoplazmik retikulum besin maddelerinin hiicre
icine alinmasinda islev yapar. Golgi kompleksinin gorevi ise olusan metabolik iiriinleri
hiicre disina transfer etmektir. Bu hiicrelerde g¢ekirdek gozenekli bir membran ile
sarilmistir. Proteinlerin sentezinin gergeklestigi biyokimyasal tepkime konumlart olan
ribozomlar, ¢ogunlukla endoplazmik retikulum yiizeyine gomiilmiis olarak bulunurlar.
Okaryotik hiicrelerde bulunan ribozomlar prokaryotik hiicrelerdekinden daha biiyiiktiir.
Cekirdegin temel islevlerinden biri ribozomlardaki katalitik aktivitelerin denetimidir.
Hiicrenin temel aktivitesini ve kalittmini saglayan "kromatin" maddesidir. Bunun
icerisinde ¢esitli proteinler, DNA ve kalitsal molekiiller yani genler bulunur. Her hiicre
icin Ozgiin karakterler DNA molekiiliinde sifrelenmistir. Cekirdegin igerisinde ayrica
kiire seklinde bir c¢ekirdek¢ik bulunmaktadir. Bunun igerisinde vakuoller ve bir¢ok
graniil bi¢ciminde parcaciklar vardir. Bunlar, RNA icerdikleri halde genellikle DNA

icermezler.
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Cekirdek membranlar tarafindan sarilmis birkag i¢ bolgeden biridir. Bu membran kapl
bolgeler organeller olarak bilinir. Mitokondri hiicrenin aktivitesi i¢in gerekli enerjiyi
tiretir. Bunlar, enerji iiretme prosesinde oksijen kullanan biitiin 6karyotik hiicrelerde
bulunurlar. Lizozomlar ve vakuoller sekil 2.4'de gosterilen diger organellerdir. Genelde,
bunlar kimyasal reaksiyonlart ya da belirli kimyasal bilesenleri sitoplazmadan izole

etmede gorev yaparlar (Bailey and Ollis 1986).

Sekil 2.4. Okaryotik hiicre.

2.2 Hiicre Yapisinda Bulunan Bilesenler

Hiicrenin istenilen iirlinii tiretebilmesi ve yasamsal fonksiyonlarin1 devam ettirebilmesi
icin hiicre yapisinda bazi temel bilesenlerin bulunmasi gerekir. Bunlar; a) Niikleik
asitler b) Amino asitler c¢) Proteinler/Enzimler d) Diger bilesikler (Lipidler,
Karbonhidratlar).

2.2.1 Niikleik asitler

Niikleik asitler, yasam bilgilerini igeren, bunlar1 saklayan ve proteine dontistiiriilmesini
saglayan biyopolimerlerdir. Niikleik asitler niikleotid adi verilen milyonlarca
monomerin fosfodiester bagi ile birbirine baglanmasiyla olusan uzun poliniikleotid
zincirlerdir. Niikleik asit monomerleri -niikleotidler- ii¢ temel birimden meydana

gelmistir. Bunlar bir seker, bir azotlu baz ve bir fosforik asittir.
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Deoksiribontikleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA) olmak iizere iki tiir niikleik
asit vardir. Bunlar yapilarindaki sekerle adlandirilirlar. DNA'da deoksiriboz, RNA'da ise
riboz sekeri bulunur (Sekil 2.5). Niikleik asitlerin fosfat kismi, fosforik asidin diesteri

seklindedir. Bu yap1 niikleik asitleri zincirlerin 3'-5' yerlerinden birbirine baglar. (Lewin
1998).

Fosfat Fg_sfat
.‘@-0*".,‘ _""®O“‘-‘ .
o 1 & Adenin sl ok [ Adenin
i®0'-P==C),; Baz { Sitozin \ O—P= /' Bazd Sitozin
\ J) - Guanin - G."Uar!in
‘"‘--r"' Timin T Urasil
HC _o HC o
=Y
DNA s ‘Eﬂ _— —
Seker (Deoksiriboz) Seker (Riboz

Sekil 2.5 DNA ve RNA yapisi.

Azotlu bazlar, N iceren halka seklindeki bazlardir. Niikleotidlerde bulunan azotlu bazlar
plirin ve pirimidin bazlar1 olarak iki gruba ayrilir. DNA'da urasil iceren niikleotid,

RNA'da ise timin bazini igeren niikleotid bulunmaz.

a) Pirimidin bazlari: Pirimidin, 1,3-diazindir yani 6'l1 halkasinin 1- ve 3- yerlerinde iki

azot bulunur. Bunun tiirevleri timin (T), sitozin (C) ve urasil (U) dir.

b) Piirin bazlari: Piirin halkasi, imidazol ve pirimidin halkalariin kaynasmasiyla

olugmustur. Bunun tiirevleri adenin (A) ve guanin (G) dir.
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Niikleik asitlerin primer (birincil) yapisi, milyonlarca niikleotidin 5'-3' yerlerinden
fosfodiester bagi ile birbirine baglanmasiyla olusan uzun zincir yapisidir. Nikleik
asitlerin birincil yapist Sekil 2.6’da gosterilmistir. Niikleik asitlerin ikincil (sekonder)
yapilari; uygun pirimidin ve piirin bazlarinin hidrojen baglartyla birbirine baglanarak
eslesmesiyle olusur. Birbiriyle eslesen bazlar; A=T ; A=U ; G=C Eslesen bazlarin agik
formiilleri sekil 2.7'de gosterilmistir (Lewin 1998).

3

A

[T
E’\fﬁ' N

"‘H.'.E"}J‘-h r

.
Ty A )
- {“3;3.#;’
|
| s
Ty

Sekil 2.7 DNA’nin ikincil yapisi

15



2.2.2 Amino asitler

Polipeptitlerin ve dolayisiyla proteinlerin yap1 taglart olan amino asitler peptid
baglariyla baglanarak, DNA yapisina gore belirlenen dizinde ve uzunlukta dallanmis
biyopolimer zincirleri olustururlar. Proteinleri olusturan yirmi temel amino asit o
yapisindadir ve bunlar & karbon atomuna bagli bir amino grubu, bir karboksil grubu ve
amino asiti simgeleyen bir R grubundan olusur. Yapidaki bu R grubunun her amino
asite gore farklilik gostermesi nedeniyle, yirmi amino asit arasinda kimyasal boyut,
elektrik yiikii ve c¢oziiniirliik, hidrojen baglama kapasitesi ve kimyasal reaktivite
acisindan farklar meydana gelir. R grubunu takip eden karbon sayisi birden fazla ise -
NH» grubunun baglandig1 yer «,f, seklinde olabilmektedir. & amino asitlerin genel
formiilii asagidaki gibidir.

H

|

HoN—C—COOH

|

R

Proteinlerin yapi taglari olan ¢ amino asit yapisindaki yirmi amino asit DNA {izerinde
kodlanmistir; 6zgilin amino asit kodonlar1 transkripsiyon sirasinda karsilik gelen amino
asitin protein dizininde yerini almasmi saglarlar. Amino asitler R gruplarinin
ozelliklerine gore siniflandirilirlar. Bunlarin en 6nemlisi R gruplarinin polaritesine gore

yapilan siiflandirmadir. Buna gore amino asitler ;

1. Polar olmayan (nonpolar), alifatik R grubuna sahip amino asitler: Bu gruptaki
amino asitlerin R gruplar1 nonpolar ve hidrofobiktir. Bu gruba giren amino asitlerden
alanin, valin, 16zin ve izolozin birbirinden farkli olan yapilariyla protein sentezinde
hidrofabik etkilesimlerde onemli rol oynarlar. Glisin amino asit yapis1 bakimindan basit
bir yapiya sahiptir, bu 6zelligi sayesinde, protein yapisina katildiginda diger amino
asitlere nazaran kimyasal yapida daha fazla bir esneklik saglar. Pirolin ise tam tersi bir
kimyasal yapiya sahiptir. Yapisindaki ikinci amino grubu nedeniyle protein yapisina

katildiginda kimyasal esnekligi azaltir.
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2. Aromatik R grubuna sahip amino asitler: Fenil alanin, tirozin ve triptofan
yapilarinda aromatik grup igerirler. Bu gruplar ayn1 zamanda nonpolar ve hidrofobik
ozellik de gosterirler. Biitlin hepsinde aromatik grubu bir yerden bir yere aktarmak
oldukca giigtiir. Tirozinin yapisindaki hidroksil grubu hidrojen aktivitelerine etki eden
onemli bir fonksiyonel gruptur. Tirozin ve triptofan fenil alanine gére daha polar bir
yapiya sahiptirler. Bunun nedeni, tirozinin hidroksil grubu ve triptofanin indol

halkasinda bulunan azot atomudur.

3. Polar, yiiksiiz R grubuna sahip amino asitler: Bu gruptaki amino asitlerin suda
¢Oziintirliikleri nonpolar amino asitlere gore daha fazladir. R gruplar1 su ile hidrojen
bag1 yapabilen yiiksiiz polar fonksiyonel gruplar icerir. Bu gruptaki amino asitler serin,
treonin, sistein, metionin, asparajin ve glutamindir. Bu amino asitlerden serin, treonin
ve tirozinin polaritesi, hidroksil gruplarindan asparajin ve glutaminin amid gruplarindan
sisteinin ise siilfidril grubundan kaynaklanir. Asparajin ve glutamin, aspartat ve
glutamik asidin amidasyonuyla sentezlenirler ve her ikisi de asit ve bazla kolayca
hidrolizlenirler. Ayrica iki sistein molekiilii birbirlerine disiilfid kopriisiiyle baglanarak
sistin adi verilen dimerik amino asiti olustururlar. Bu yapida bulunan distilfid kopriisii

bir¢ok protein yapisinda bulunur ve molekiiliin kararliliginin artmasina neden olur.

4. Negatif yiiklii R grubuna sahip amino asitler: Bu grupta yer alan iki amino asit
aspartat ve glutamik asitin yapilarinda tamamen iyonize olmus ve boylece pH=7.0'de

negatif yiiklenmis ikinci bir karboksil grubu bulunmaktadir.

5. Pozitif yiiklii R grubuna sahip amino asitler: Bu gruptaki amino asitler pH=7.0'de
net bir pozitif yiike sahiptirler ve bunlar alifatik zincirinde & pozisyonunda bulunan

ikinci bir amino grubuna, histidin ise imidazol grubuna sahiptir.

Iki amino asit arasinda bir amino asitin karboksil (-COOH) grubunun diger amino asitin
amino grubuna baglanmasi sonucu yapidan bir su molekiiliiniin ayrilmasiyla olusan

baga peptid bagi, bu baglanma sonucunda olusan yapiya ise dipeptit ad1 verilir.
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R R R R
e N ' i i ?
HaN=[H-COOH +  Mal=CH-CO0H ———® MoN=CH-CO- NH==CH-CO0H
- “"""'l---l"“"I _HED
T Dipeptit

Olusan dipeptitin amino veya karboksil grubuna baska bir amino asit baglanmasiyla
tripeptitler meydana gelir. Bu olay bdyle devam ederse 3-10 kadar amino asitin
birlesmesiyle olusan yapiya oligopeptit adi verilir. Proteinlerde ise amino asitler

yiizlerce olabilir. Bu yapilara da polipeptit ad1 verilir.

Peptitlerin yapisindaki amino asitler belirli bir siraya gore dizilmeleri sonucu peptitlerin
primer yapilart meydana gelir. Her polipeptit zinciri, belirli bir molekiil agirligina,
kimyasal bilesime, sirali amino asit yap1 bloklarina ve ii¢ boyutlu yapiya sahiptir

(Lehninger ef al. 1993).
2.2.3 Proteinler

Proteinler, hiicrelerde en ¢ok bulunan ve yasamsal olarak en 6nemli biyopolimerlerdir.

Hiicrenin kuru agirligmin  %50'sinden fazlasin1 proteinler olusturur. Proteinler
yapisindaki ¢ok sayidaki polipeptit zincirinden olusur. Molekiil agirliklar1 ¢ok biiyiik
biyopolimerler olan proteinlerin bir¢ok biyolojik gorevi vardir. Bu gorevleri su sekilde

Ozetleyebiliriz:

a) Tasiyic1 proteinler: Proteinlerin 6nemli gorevlerinden biridir. Tasiyici proteinlerin
onemlilerinden olan kandaki proteinler, bir organdaki 6zel molekiilleri veya iyonlar

baska bir organa tasirlar.

b) Depolayic1 proteinler: Proteinlerin de depo gorevleri vardir. Bitkilerde zein,

gliadin, insanlarda ferritin, siitte kazein depolayic1 gorev yapan proteinlerdir.
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¢) Kontraktil proteinler: Proteinler organizmanin hareket fonksiyonunda da énemlidir.
Kaslarin biiyiik bir kism1 miyosin ve aktin olarak isimlendirilen kontraktil proteinlerden

olusur.

d) Yapisal proteinler: Proteinler organizmalarin yapilarinda da temel birim olarak
gorev yaparlar. Ornegin hiicre zar1 ve hiicre duvarmim yapisinda bircok protein

bulunmaktadir.

e) Koruyucu proteinler: Protinler koruyucu olarak da gorev yaparlar. Antikorlar,

fibrinojen gibi bir¢ok koryucu madde protein yapisindadir.

f) Diizenleyici proteinler: Metabolik reaksiyonlarin dengeli bir sekilde devamini

kontrol altinda bulunduran bir kisim hormonlar protein yapisindadir.

g) Enzimler: Cesitli biyokimyasal reaksiyonlari katalizleyen binlerce enzim de protein

yapisindadir.

Proteinler yapilarina gore basit ve birlesik olmak tizere iki sinifa ayrilirlar.

1.Basit proteinler: Yapilarinda yalnizca L-o -amino asitleri iceren bunun disinda
herhangi bir kimyasal bilesik igermeyen proteinlerdir. Basit proteinler kendi aralarinda
alt1 gruba ayrilmislardir. a) Albuminler b) Globiilinler ¢) Glutenler d) Prolaminler e)

Albiiminoidler f)Histonlar g) Protaminler

2. Birlesik proteinler: Yapilarinda amino asitler yaninda baska kimyasal bilesikler de
iceren proteinlerdir. Birlesik proteinlerin amino asitler disinda kalan boliimleri prostetik
gruplar olarak adlandirilir. Yapilarinda bulunan bu prostetik gruplara gore birlesik
proteinler simiflandirilir.  Bunlar a) Niikleoproteinler b) Fosfoproteinler c)

Glikoproteinler d) Kromoproteinler ) Lipoproteinler f) Metaloproteinler
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Proteinler ¢oziiniirliiklerine veya molekiiler yapilarina gore de siniflandirilabilirler.
Suda ¢oziinen proteinler, kiiresel (globular) proteinlerdir. Yumurta aki proteinleri
(albuminler) ve kimi kan serumu proteinleri (globiilinler) bu sinifa girerler. Kiiresel

proteinlerde polipeptit zincirleri kiire seklinde siki olarak sarilmiglardir.

Suda ¢dziinmeyenler ise ipliksi (fibrous) proteinlerdir. Ipliksi proteinler, tek bir eksen
boyunca parelel yerlesmis uzun iplik veya serit seklindeki polipeptit zincirlerinden
olusur. Boynuz, tirnak, sac, tily gibi organlarin temel proteini olan keratin, deri ve bag
dokularin1 olusturan kollagen bu smifa girerler. Bir protein molekiilii birbirini

tamamlayan dort yapinin sonucu olarak olusur ve bu yapilari ile belirginlesir.

1.Proteinlerin birincil yapisi: Belirli bir tiir ve yapida amino asitlerin belirgin bir
siraya gore peptit baglar1 olusturarak dizilmesi ve bu zincirin bazi noktalarda dallanarak

yan zincirler olusturabilmesi sonunda proteinlerin birincil yapis1 olusur.

2. Proteinlerin ikincil yapisi: Kiikiirt ya da hidrojen baglar1 ile peptit zincirinin
helozonlagmas1 ya da katlanmasi sonunda proteinlerin ikincil yapilari olusmaktadir.

Ikincil yapiya ii¢ sekilde rastlanmaktadir.

a) Kivrimh yaprak diizeni: Polipeptit zincirleri N-terminal uglarindan baslayarak
birbirine parelel ayni1 dogrultuda uzanarak ve zincirlerin peptit baglari arasinda hidrojen

baglar1 olusturarak kivrimli yaprak diizenini olustururlar.

b) Yaprak diizeni: Bir polipeptit zinciri komsu bir polipepetit zincirine antiparalel
olarak uzanirsa ve peptit baglari arasinda hidrojen baglar1 olusturursa proteinlerin

yaprak diizeni meydana gelir.

¢) Tripl heliks diizeni: Tripl heliks yapisinda C=0 ve NH gruplar1 belirli araliklarla

kars1 karsiya gelerek ayni zincir igerisinde hidrojen baglarini olustururlar.
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3. Proteinlerin iiciinciil (tersiyer) yapilari: Uzun polipeptit zincirinin ii¢ boyutta,
birbiri lizerine kivrilip, katlanmasiyla meydana gelir. Boylece kiiresel proteinlerin sikica

sarilmis kiiresel yapisi ortaya ¢ikar.

4. Proteinlerin dordiinciil yapisi: Birincil, ikincil, {igiinciil yapiy1 iceren polipeptit
birimleri (monomerler) birleserek dordiincii yapiyr olustururlar. Kuaterner yapiya en
giizel 6rnek hemoglobin molekiiliidiir. Kuaterner yap1 enzim aktiviteleri lizerinde etkin

olmaktadir (Bailey and Ollis 1986, Lehninger et al 1993).

2.2.4 Enzimler

Enzimler, protein yapisinda olan ve biyokimyasal reaksiyonlart katalizleyen
katalizorlerdir. Enzimler en genis protein sinifin1 olustururlar. Reaksiyon hizini, bir
degisiklige ugramadan ve dengeyi etkilemeden arttirirlar. Katalitik etkinlikleri kimyasal
katalizorlerinkinden c¢ok daha fazladir. Biyokatalitik islevlerinde spesifiktirler.
Enzimlerle reaksiyon veren substratlar enzimin herhangi yerine degil, aktif konumlara
baglanir. Her enzim 6zgiin aktif konumlara sahiptir. Tepkimenin katalizlenmesinde bu
serin, histidin ve aspartik asit gruplar1 bulunmakta, proteinlerin hidrolizinde bu gruplar
kullanilmaktadir. Bazi enzimler ise katalitik aktivite gostermek  igin protein

yapisinda olmayan, "kofaktor” adi verilen molekiillere ihtiya¢ duyarlar (Calik 1998).

2.2.4.1 Enzim aktivitesi

Enzimlerin katalitik etkinligi “aktiviteleri” ile tanimlanmaktadir. Enzim aktivitesi
enzimin yapisi disinda pH’a, sicaklia, basing ve gerilimlere, kimyasal bilesenlere, 151k,
ses ve iyonizasyon radyosyonuna baghidir. Bu nedenle aktivite taniminin belli
kosullarda yapilmas: gerekir. Enzimlerin aktiviteleri genellikle katalizledikleri
tepkimenin “baslangic hizlarn” tayin edilerek bulunur. iki tiirli aktivite tanim

yapilmaktadir. Enzim aktivitesi:
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1. Birim zamanda bir mol aktif enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substratin mol

sayis1 (turn-over sayisi) veya

2. Dakikada 1 pmol substrati {iriine doniistiiren miligram enzim miktar1 (enzim iinitesi)

olarak tanimlanmaktadir (Aiba et al. 1973).

Molekiil i¢i kuvvetler arasindaki denge, enzimlerin biitiinliigli ve kararliligi acisindan
cok oOnemlidir. Cevredeki herhangi bir degisiklik enzimin yapisindaki ve
kararliligindaki dengeyi tayin eder yani kararli veya denatiire (bozunmus) olmasini
saglar. Dogal enzimler sadece kendi ¢evrelerinde kararlidirlar. Denatiirasyon veya
inaktivasyon kosullarinda enzimlerin yapilar1 degisir ve bunun sonunda enzimler inaktif
hale gelirler. Cevre etkili denaturasyon degisik fiziksel, kimyasal, biyolojik bozucu

bilesiklerin etkisiyle meydana gelir (Schmid 1979, Bailey and Ollis 1986).

Enzim aktivitesi;

*pH
*s1caklik

*mekanik kuvvetler —basing ve kesme gerilimleri (hidrodinamik kuvvetler), hidrostatik
basing, ara ylizey gerilimi-

*151k, ses ve iyonizasyon radyasyonu,

*kimyasal bilesenler (alkol, iire, hidrojen peroksit, vd)

*biyolojik etkenler

gibi faktdrlerden etkilenir.

2.2.4.2 Enzimatik tepkimenin Kinetigi

Enzim, substrat derisimleri arasindaki iligskiyi, en basit sekilde aciklayan model

Michaelis-Menten Modeli’dir.
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Tek substratli bir tepkimede iirlin olusumu Michaelis-Menten Modeli’ne gore substrat
ve enzimin olsturdugu aktif bir kompleks {izerinden yiiriir. Bu mekanizma kataliz6riin

rejenerasyonunu da icermektedir.

Cs+ Cg—» Cgs —» Co+Cg
4_

Michaelis-Menten Kinetiginin temel varsayimlari asagida verilmistir :
1. Enzim katalizordiir,

2. Enzim ile substrat, enzim-substrat kompleksini olusturmak i¢in hizla tepkimeye

girerler,

3. Tek bir substrat i¢in tek bir enzim-substrat kompleksi olusur. Olusan enzim-substrat

kompleksi bir sonraki basamakta iirlinii ve serbest enzimi olusturur,
4. Enzim ile substratin enzim-substrat kompleksi olusum tepkimesi denge tepkimesidir,

5. Enzim-substrat kompleksinin enzim ve substrata parcalanmasi, kompleksin ardisik

tepkimeyle iiriine ve enzime parcalanmasindan daha hizli bir tepkimedir,

6.Substrat derisimi enzim derisiminden ¢ok yiiksektir. Bu nedenle enzim-substrat

kompleksi olusumu substrat derisimini degistirmez,

7. Tim tepkime hizin1 enzim-substrat kompleksinden enzim-+iirliin olusum tepkimesi

olan ardisik ikinci tepkime kisitlar (Bayram 2002).

Uriin olusumu i¢in tepkime hiz1 yazilirsa,

rg =-rs=kuCs (2.1)
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16=TmaxCs/(KymtCs)=-dCs/dt (2.2)

Burada Ky, MM sabitidir ve asagidaki gibi tanimlanir:

Ky=(kot+kp)/ky (2.3)

Denklem (2.2) dogrusallastirilir ve diizenlenirse; 1/r’ye kars1 1/Cs grafige gecirildiginde
ordinati kesen nokta 1/rm.’1, egim ise Ky/rmax't verir. Tepkime hiz denklemi (2.2)

kesikli biyoreaktor i¢in kiitle korunum denklemi ile birlestirilir, sinir kosullar belirlenip

integrali alinirsa denklem (2.4) elde edilir.

Imaxt=(Cs0-Cs)TKmln(Cso/Cs) (2.4)

2.2.4.3 Enzim inhibisyonu

Enzimlerle kompleks olusturarak tepkime hizini azaltan bilesiklere inhibitor adi verilir.
Tepkime hizinin ortamda bulunan bir madde tarafindan azalmasina ise inhibisyon denir
Inhibitdriin enzime baglanma durumuna gore inhibisyon termodinamik acidan iki ana

siifa ayrilir. Bunlar:

*Tersinir inhibisyon ve

*Tersinmez inhibisyondur.

Tersinmez inhibisyon da kendi i¢inde alt gruplara ayrilir. Bunlar:
*Yarigmali inhibisyon

*Yarigmasiz inhibisyon

*Sinirh yarigsmali inhibisyon ve

*Karisik inhibisyondur (Aiba et al. 1973).
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2.2.4.4 Proteolitik enzimler

Proteolitik enzimler deterjan katki maddeleri olarak biliyiilk miktarlarda tiiketimleri
nedeniyle en 6nemli endiistriyel enzimlerdir. Peptit baglarini hidrolize eden proteolitik
enzimler tepkimeleri katalizleme bi¢imine bagli olarak peptidazlar ve proteazlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar. Peptidazlar ancak u¢ amino asitleri uzaklastirabildigi veya
dipeptitleri hidrolizleyibildiginden ikincil 6neme sahiptir. Proteazlar ise fizikokimyasal
ve katalitik 6zellikleri dikkate alindiginda kompleks enzimlerdir. Proteazlar, proteinleri
peptitler veya amino asitler gibi daha kiigiik pargalara hidrolizleyen enzimlerdir.
Mikrobiyal proteazlar, aktivitelerinin maksimum oldugu pH araligina bagl olarak ii¢

gruba ayrilirlar; asit, ndtral ve alkali proteazlar.

Birgok bakteri ve mantarda proteazlari iliretme potansiyeli bulunur. Ancak enzim
endiistrisinde, gram-pozitif bakteri tilirlerinden Bacillus tiirleri, proteazlar1 sentezleyen

kaynaklar olarak kullanilirlar.

Proteazlar biyokatalizleme mekanizmalar1 dikkate alindiginda dort gruba ayrilirlar.

Bunlar; serin proteazlar, sistein (tiyol) proteazlar, aspartik (karboksil) proteazlar ve

metallo (n6tral) proteazlardir (Calik 1998).

Serin proteazlar

Mikrobiyal ve hayvan kaynakli proteolitik enzimlerin en yaygin  grubu serin
proteazlardir. Serin proteazlar prokaryotik ve dkaryotik organizmalarda yer alirlar. Serin
proteaz enzimlerinin aktif konumlarinda, tepkimenin katalizlenmesinde kullanilan serin
gruplar1 bulunur. Bir¢ok substrata karsi spesifik olarak aktif olan serin proteaz
enzimlerinin molekiil agirliklar kiigiiktiir (18.5-35 kDa; 1 Dalton 1.67*10** g). Serin
proteazlar genellikle nétral ve alkali pH’larda aktiftirler. Optimum pH’lart 7-11
arasindadir. Bir cogunun izoelektrik noktasi pI=4.4-6.2 arasindadir (Calik 1998).
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Serin alkali proteazlar

Alkali proteazlar, protein zinciri lizerindeki tirozin, fenilalanin ve 16zin gibi aromatik ve
hidrofobik gruplara kars1 spesifiktirler. Cesitli bakteri, fungi ve maya tiirlerinin alkali
proteaz liretme potansiyeli vardir. Bu enzimler, diizopropilflorofosfat (DFP) ve bir
patates inhibitoriine karsi hassastirlar. Optimum pH degerleri yaklasik pH=10dur.
Molekiil agirliklar1 15-30 kDa arasinda; izoelektrik noktalari ise pI=9 dolayindadir.

Serin alkali proteaz (SAP; EC 3.4.21.14) endiistriyel enzimlerin en 6nemlilerindendir.
Deterjan endiistrisinde  kullanilan SAP, toplam enzim {iretiminin = %35’ini
olusturmaktadir. SAP, ayrica gida endiistrisinde, deri sanayinde ve fotograf

endiistrisinde kullanilmaktadir (Calik 1998).

SAP’1n yapisi

SAP enzimi endiistride B.subtilis, B.amyloliquefaciens ve B.licheniformis tarafindan
tiretilmektedir. B.licheniformis’in iirettigi SAP enzimi 274 amino asitten olugmakta ve

yapisinda sistein bulunmamaktadir. SAP enziminin sentezini saglayan SAP geni (SubC)
1588 bp’den olugmaktadir (Calik 1998). Bacillus licheniformis’in lrettigi SAP

enziminin amino asit bilesimi ¢izelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Serin alkali proteaz enziminin amino asit bilesimi (Calik 1998)

Amino asit Amino asit sayis1  Amino asit bilesimi (%)
Alanin (CsH7NO») 40 14.59
Arginin (C¢H14N4O,) 4 1.459
Asparajin(C4HsN,Oyg) 18 6.569
Aspartik asit (C4H7NOy) 9 3.284
Sistein (C4HsO,NS) 0.000
Glutamin (CsH;oN2O3) 7 2.554
Glutamik asit (CsHoNOy) 5 1.824
Glisin (C;HsNO,) 35 12.773
Histidin (CcH9N30,) 5 1.824
[zoldzin (CsH3NO,) 10 3.649
Lozin (C¢H13NO,) 16 5.389
Lizin (CsH14N203) 3.284
Metionin (CsH;;0,NS) 5 1.824
Lozin (CcH13NO») 16 5.389
Fenilalanin (CoH;;NO,) 4 1.459
Pirolin (CsHyNO,) 10 3.649
Serin (C3H7NO3) 32 11.678
Treonin (CsHoNO3) 20 7.299
Triptofan (C;1H2N»03) 1 0.365
Tirozin (CoH;;NO3) 13 4.744
Valin (CsH;1NO>) 31 11.313
Toplam amino asit sayis1t 274 100
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2.3 Tasimim Mekanizmalari

Metabolizma substratlarinin, iiriinlerin ve yan {iriinlerin hiicre i¢ine ve hiicre disina
taginmalari, hiicrenin ¢ogalabilmesi, istenen liriinleri iiretebilmesi ve fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi icin dnemlidir. Hiicreler iginde ¢esitli proteinlerin yerlesik oldugu
plazma membranlar ile c¢evrilidirr Bu membranlar, bazi maddelerin gegisini
kolaylastirirken bazilarinin da gegisini engeller. Ornegin iyonlar ve gesitli metabolitler
gibi hidrofilik maddelere kars1i gecirgen degildir. Membranin bu 6zelligi secici
gecirgenlik olarak adlandirilmigtir. Hiicre i¢indeki tepkimelerin gergeklesebilmesi igin
girdilerin hiicreye tasinimi, irlinlerin ve hiicre i¢inde istenmeyen, gerekenden fazla

derisimde bulunan maddelerin hiicre digina aktarimi gereklidir.

Maddelerin hiicre-dis1 veya hiicre-ici membranlardan gegislerinin oldugu mekanizmalar,
taginim mekanizmalar1 olarak adlandirilir. Stoplazmik membran, hiicre-i¢i ve hiicre-disi
ortam arasinda Onemli bir duvar oldugundan bu membrandan tasinim iizerinde

durulmustur. Ug farkl1 tasinim mekanizmasi vardir: (Erincin 1998).

1. Serbest yayinma
2. Kolaylagtirilmig yayinma
3.Aktif taginim (Erincin 1998).

2.3.1 Serbest yayinma

Bir maddenin serbest yaymmma ile membrandan taginimi {i¢ basamaktan olusur.
1.Maddenin hiicre-dis1 ortamdan membran fazina taginimi 2. Lipid membran boyunca
molekiiler yayimnma 3. Lipid membran fazindan stoplazmaya taginim. Serbest yayinmada
tasinim hizi ve net aki, membrandan gegen maddenin derisim gradyenti ile dogru
orantilidir. Eger membran maddeye karsi gecirgense ve membranin bir tarafindaki

derisimi diger taraftan yliksekse, madde azalan derisim gradyeni ile dogru orantilidir.
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Eger membran maddeye karsi gegirgense ve membranin bir tarafindaki derigimi diger
taraftan yiiksekse, madde azalan derisim farki ne kadar fazla ise yiiriitiicii kuvvet
saglayabilir. Yiiriitiicii kuvvete aldiris etmeksizin gecirgen membranlar boyunca pasif
yayinma sadece, tasinim prosesi i¢in serbest enerjideki degisiminin negatif oldugu
yonde kendiliginden meydana gelir. Serbest yayinma sekil 2.8'de gdsterilmistir (Erincin

1998).

hiicre digi hitcre zan hilcre igi
o -
i L] * - * - L . -
(cd) ] ()

Sekil 2.8. Serbest yayinma

2.3.2 Kolaylastirilmis yayinma

Hiicre zarinin yapisindan dolay1 her kimyasal ve biyokimyasal madde ayn kolaylikla

difiizlenememektedir. Genellikle zardaki gozeneklerden otiirli, kiiglik molekiillerin
yaymmasi kolay oldugu halde daha biiyiik molekiillerinki daha gii¢ olmaktadir. Ancak
pek cok metabolit kolaylastirilmig yayinma ile hiicre zarindan daha kolay ve hizli

difuzlenebilmektedir.

Kolaylastirilmig yaymma, enerji gerektirmeyen mekanizmalarla bir bilesigin, tasiyici

proteinler yardimiyla membrandan gegisinin yer aldig1 proseslerdir
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.Kolaylastirilmis yayimnmada, difiizlenen madde hiicre zarindan bir tastyict molekiil ile
birlesir ve zarin i¢inde kolaylikla taginarak o6teki ugta tasiyicidan ayrilir. Stoplazmik
membranda ¢ok sayida bulunan, permeazlar ve tasiyici proteinler olarak bilinen bu
molekiiller, substratlarina membranlarin dis yiizeyinde baglanir ve membranda tasiyici-
substrat kompleksinin ayrildig1 i¢ yiizeye gecislerini saglayarak, substrat hiicre igine
birakir.

Kolaylastirilmis yayinma, substratin yiiksek derisimden diisiik derisime azalan derisim
gradyeni boyunca tasinmasi agisindan serbest yayinmaya benzerdir. Ancak serbest
yayinmaya kiyasla daha hizli bir prosestir. Bilesik, ancak uygun bos bir tastyici
oldugunda membrana girebilir. Substrat spesifik tasimim mekanizmast olan
kolaylastirilmis  yayinma  Okaryotik  mikroorganizmalar icin  genel, ancak
bakteriler/prokaryotlar i¢in az rastlanan taginim mekanizmasidir. Fungide/dkaryotlarda
bu mekanizmayla tagmman en Onemli maddeler glukoz ve diger sekerlerdir.
Prokaryotlarda ise bu maddeler diger mekanizmalarla tasinir. Sekil 2.9 'da

kolaylastirilmis yayinma goriilmektedir (Erincin 1998).

hitcre disi hiicre zari hilcre igi
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Sekil 2.9 Kolaylastirilmis yayinma

2.3.3 Aktif tasimim

Aktif taginim, molekiillerin derigim gradyenleri veya iyonlarin
elektrokimyasalgradyenler  olusturarak membrandan  taginiminin  gergeklestigi

proseslerdir.
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Aktif tasimim, tasmim  prosesinde tasiyict proteinlerin  rol oynamasi agisindan
kolaylastirilmis diflizyona benzer. Ancak kolaylastirilmis diflizyonun tersine, tasinim
derisim gradyeninin artan yoniinde olabilir. Aktif tasinim serbest enerji tiiketimi
gerektiren bir prosestir. Taginim prosesi i¢in gereken enerji, ATP molekiiliindeki ytliksek
enerjili fosfat baglarinin pargalanmasi ile veya proteinin yiizeyindeki tasiyici olarak
kendiliginden yiirliiyen, azalan derisim gradyenine gore hareket eden ikinci bir
maddenin esanli tasiimina baglanabilir. Ikincil aktif tasinim sistemleri, glukoz ve diger

sekerler icin ve ndtral amino asitler i¢in belli dokularda bulunurlar. Glukoz, serbest ve

kolaylagtirilmis yayinma disginda Na' iyonlari yardimi ile aktif taginmaya da
ugramaktadir. Bakterilerde ise glukoz, enzimler yardimi ile glukoz 6 fosfata
dontstiiriilerek  aktif tasinmasi gergeklestirilir. Bu tasinma i¢in gerekli enerji
ATP—ADP doéniismesinden saglanir. Sekil 2.10'da aktif tasinmanin bir semasi
goriilmektedir (Erincin 1998).

hitere digt hiicre zan hiicre igl
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Sekil 2.10 Aktif tasinim

2.4 Bacillus ve Ozellikleri

Bacillus'lar spor olusturan, biiyiik, hareketli ve gram pozitif bakteri tiirleridir. Bacillus
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0.3-2.2 pum capinda ve 1.2-7.0 um uzunlugunda ve morfolojik olarak c¢ubuk
seklindedir. Hemen hemen tiim proseslerde iirerler. Bu tiir bakteriler toksik olmayan
hiicre duvarina sahiptir ve irettigi proteinleri hiicre disina aktarirlar. Ayni zamanda

Bacillus tirii bakteriler patojen 6zellik gostermezler.

Bacillus'lar ¢evre kosullarinin kotii oldugu kosullarda dis etkenlere karsi korunabilmek
icin spor tretirler. Sporlar uygun besi yerinde ve ¢evre kosullarinda faaliyet gosterirler.
Bunlarin metabolizmasi, siddetli solunum, siddetli fermantasyon, ya da hem solunum
hem de fermantasyon ile organik substratlarin dissimilasyonunu saglar. Molekiiler
oksijen, solunum metabolizmasinda terminal elektron alict olarak gorev yapar. Bu bazi

tiirlerde azot ile yer degistirebilir. Bacillus sporlar1 havada ve toprakta bulunmaktadir.

Bacillus tirleri endiistriyel dnemi yiiksek iirlinler iliretmektedir. Bunlar farkli karbon
kaynaklar1 kullanarak, ¢ok yiiksek pH ve sicakliklarda kararliligi yiiksek diriinler
tiretebilirler. Ayn1 zamanda diger mikroorganizmalara nazaran daha kolay genetik
olarak izole edilebilirler. Urettikleri {iriinleri hiicre dismna salgilama kapasiteleride
yiiksektir. Baslica {iirettikleri liriinler antibiyotikler, vitaminler, enzimler, niikleosidler,

hasarat ilaclar1 ve diger biyokimyasallardir.

Bacillus'larin ¢ogalmasi i¢in gerekli maksimum sicaklik 25'den 75 °C'a kadar, minimum

sicaklik ise -5'den 45°C'a kadar degismektedir. pH aralig1 ise 7.5-8'den 2'ye kadar
degisir (Kalender 1999).

2.4.1 Bacillus'larin siiflandirilmasi

Bacillus'larin siniflandirilmasinda temel o6zellik, fenotip 6zellikleridir. Bacillus'lar bu

Ozelliklerine gore 6 sinifa ayrilirlar.

a) 1.Grup (B.polymyxa grubu)
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Bu smif B.polymyxa tarafindan simgelenir. Biitlin tiirler tam anaerobturlar ve oksijen
yoklugunda kuvvetli olarak cogalirlar. Bunlarin sporlar1 elipsoidal sekildedir ve ana
hiicreyi terkederler. Bu grubun iiyeleri oldukca kompleks besin ihtiyaglarina sahiptirler

ve higbiri prototrop degildir. Bunlar degisik sekerlerden asit iiretirler.

b) 2. Grup (B.subtilis grubu)

B.subtilis bu grubu en iyi temsil edendir. Bu gruptaki biitiin tiirler sekerlerden asit
tiretirler. Cogu oksijen yoklugunda, eger nitrat mevcutsa, en azindan zayif olarak kotii
bir sekilde ¢ogalir ve anaerobik kosullar altinda sadece glukozu kullanabilir. B.subtilis
genellikle bir aerob olarak kabul edilmesine ragmen, siki anaerobik kosullar altinda
yavag olarak c¢ogalabilir ve sporlagabilir. Bundan dolay1 bu bakterilerin grubu, gercek
fakdiltetif anaeroblar olan 1. grup strainler ve siki aeroblar olan 3. ve 4. gruplar arasinda,

bir ara gruptur. Bu bakterilerin hepsi ana hiicreyi terketmeyen oval sporlar tiretirler.

¢) 3. Grup (B.brevis grubu)

Bu grubun {iyeleri az olarak tanimlanmistir. Bu grubu temsil eden B.brevis, taksonomik
olarak heterojendir. Bu gruptaki bakteriler siki aerobtur ve sekerlerden asit iiretmezler.
Bunlar ana hiicreyi terkeden elipsoidal sporlar meydana getirirler. Cogu tiirleri oksidatif
bir metabolizmaya sahiptir ve pepton ortamlarinda alkalin bir reaksiyon meydana

getirirler.

d) 4. grup (B. sphaericus grubu)

Bu gruptaki biitiin tiirler, ana hiicreyi terkedebilen kiiresel sporlar meydana getirir.
"B.aminovarans" haricinde, bu bakterilerin hiicre duvarlar1 diger biitiin Bacillus
tiyelerinde oldugu gibi meso-A2pm igermez. Ancak, lizin ve ornitin igerirler. Bu
bakteriler siki aerobtur, fakat sekerlerden asit iiretme kabiliyetleri kisitlidir. Bunlar ¢ogu
durumlarda karbon ya da enerji kaynagi olarak sekerleri kullanmazlar ve glutamat gibi

asetat ya da amino asitleri tercih ederler.
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e) 5. ve 6. gruplar (Termofiller)

Termofilik Bacillus'lar fizyolojik ve morfolojik olarak heterojendirler. Fizyolojileri,
B.coagulans gibi laktik fermantasyonlu fakiiltetif anaeroblardan, B.thercloacae gibi

sekerler iizerinde etkisiz siki aeroblara kadar degisir. Bu termofilik tiirlerin hepsi

optimum olarak >509C'de ¢ogalir. Bunlarin ¢ogu ana hiicreyi terkeden oval sporlar
tiretir. 6.grubu olusturan bazi termofilik, asidofilik tiirler, nadir yag asitleri de igerirler.

(Kalender 1999).

2.5 Hiicreici Tepkimeler

Hiicre icinde ¢ok sayida enzim katalitik tepkime olusmaktadir; islevsel olarak organize
olan ¢ok sayidaki ardisik tepkime dizilerine yolizleri denir. Bu tepkimeler girdilerin
hiicreye tasimimi, girdilerin biyokimyasal tepkimelerle tepkime yolizi iizerindeki diger
metabolitlere ve ara-lirlinlere doniisiimil ile enerji seviyesinin degisimi, temel ara-
tirtinlerden amino asit ve niikleik asitlerin makromolekiillere polimerizasyonu ile olusan
—sirastyla- protein ile DNA ve RNA sentezini igerir. Hiicre i¢indeki molekiillerin daha
kiigiikk molekiillere pargalanmasi, enerji elde edilmesi ya da hiicre ¢ogalmasi igin
gereken biyokimyasal maddelerin olusturulabilmesi amaciyla karbon kaynaginin
parcalanmasi ve bu sirada serbest enerji olusum tepkimelerine katabolizma; kiigiik
molekiillerden enerji kullanimiyla biiyiik molekiillerin ve daha sonra —proteinler ve
niikleik asitler dahil olmak iizere- makromolekiillerin olusum tepkimelerine anabolizma
denir. Hiicre i¢inde meydana gelen anabolizma ve katabolizma tepkimelerinin tiimiine
metabolizma denir. Bu tepkimelerde yer alan bilesiklere metabolit; hiicre i¢inde olusan

tepkimelerin olusturduklari tepkime yolizlerine ise metabolik yolizi denir. Canlilar:

1. Molekiil ve iyonlarin aktif taginimi

2. Kiigiikk molekiillerden makromolekiillerin ve diger biyomolekiillerin hiicre i¢inde

sentezi ve
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3. Hareket fonksiyonlariin yerine getirilmesi i¢in enerjiye ihtiyac duyarlar.

Substratlar, stoplazmaya transfer edildikten sonra, 1000’den fazla biyokimyasal
tepkimeyle hiicreici bilesiklere ve metabolik iirlinlere donistiiriiliir. Olusan hiicreigi
bilesenler molekiil agirliklart ve fonksiyonlari agisindan birbirinden ¢ok farklidir.
Genellikle hiicrenin  %90’1 protein, RNA, DNA, lipid ve karbonhidratlardan
olugmaktadir. Substratlardan makromolekiillerin olusumu anabolik tepkimelerle olusur.
Substratlar once amino asit ve niikleotitler gibi ana yapr taslarina doniisiir;
polimerizasyon tepkimeleriyle amino asitlerden proteinler, niikleotitlerden de DNA ve
RNA sentezlenir. Anabolik tepkimeler disaridan enerji  gereksinimi duyan
tepkimelerdir. Enerji ATP’deki yiiksek enerjili fosfat baginin kopmasiyla veya NADPH
koenziminin indirgenmesiyle saglanir. ATP’deki yiiksek enerjili fosfat baginin

indirgenmesiyle biiyiik miktarda enerji agiga cikar.

ATP + P-ATP-H,0=0 ; -AG=30.5 kJ/mol

NADPH, NADP’ya oksitlendiginde iki elektron agiga ¢ikar; bu elektronlar hiicre iginde

diger bilesiklere transfer edilerek bu bilesikler indirgenir.

NADP" + H" + 2¢ - NADPH=0

ATP ve NADPH substratin daha diisiik enerjili diger maddelere doniistiigli katabolik
tepkimelerle olusur (Bayram 2002).

2.5.1 Katabolik tepkimeler

Hiicre ¢ogalmasinda en ¢ok kullanilan enerji kaynagi sekerlerdir. Sekerler CO,, laktik
asit, asetik asit ve etanol gibi metabolik iirtinlere doniisiir ve bu doniisiim sirasinda ATP,
NADPH ve NADH olusumu gerceklesir. NADH da NADPH gibi bir kofaktordiir; ancak
NADH oksidatif fosforilasyon gibi katabolik tepkimelerde  kullanilirken, = NADPH
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anabolik tepkimelerde kullanilir. Sekerlerin ¢ogunun hiicreye transferiyle G6P veya
F6P’ta olusur ve sirasiyla glikoliz yolizine ve TCA dongiisiine girerek katabolize
olurlar. Glikolizde olusan piruvat TCA ¢evriminde tamamen su ve karbondioksite
dontigebilir. Herbir mol piruvat oksidasyonuna karsilik TCA ¢evriminde bir mol ATP
dort mol NADH ve bir mol de FADH2 olusur. Piruvatin oksidasyonu sirasinda
kullanilan NAD+ ve FAD+, NADH ve FADH2’den rejenere edilir. NADH ve FADH2
solunum zincirinde olusur ve serbest oksijen iceren bu oksidasyon prosesi bu nedenle

sadece aerobik mikroorganimalarda gerceklesir (Bayram 2002).

2.5.2 Anabolik tepkimeler

Hiicrenin biiyiik bir bolimiinii olusturan makromolekiillerin olusumu i¢in amino
asitlerin sentezi ile ardisik polimerizasyon tepkimelerinin gergeklesmesi gerekir.
Biyosentez ve polimerizasyon tepkimeleri anabolik tepkimeler olarak bilinir. Hiicrede
iretilen toplam enerjinin yaklasik %70’1 protein sentezi i¢in kullanilmaktadir. Protein

sentezi yliksek miktarda serbest enerjiye gereksinim duyar (Calik 1998).

Mikroorganizmalar gereksinimleri olan bu enerjiyi, ortamda bulunan bilesiklerin
kimyasal depolarinda depolanmis enerjiyi kullanarak saglar. Karbon kaynagi olarak
secgilen bilesik —6rnegin glukoz, sakkaroz, organik asit vd- metabolizmaya 6zgiin bir
biyokimyasal yolizinden girerek katabolik tepkimelerle kiiciik molekiillii ara iiriinlere
veya yan lriinlere doniistiiriilmesiyle esanli olarak enerji, ATP, NADH, NADPH
tiretilir. Kullanilan karbon kaynaginin 6zelliklerine ve biyoreaktor isletim kosullarina
bagl olarak hiicrei¢i merkezi dongii ve metabolik yolizindeki katabolizma tepkimeleri,

enerji Uiretim tepkimeleri ve hizlari belirlenir (Calik 1998).

2.6 Biyotepkime Sisteminin Analizi

Biyotepkime sisteminin analizi, ortam tasariminin, biyoreaktor isletim parametrelerinin

ve teorik kapasitenin belirlenmesine bagli olarak yapilan metabolik yolizi miihendisligi
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tekniklerinin kullanilmasiyla gerceklestirilir. Bu analiz serin alkali proteaz iiretimindeki
hiz kisitlayic1 basamaklar1 yani darbogazlar1 ortaya ¢ikarmak i¢in yapilmaktadir (Calik

vd 2000).

2.6.1 B.licheniformis biyokimyasi ve hiicreici tepkimeler

Karbon kaynaginin B.licheniformis'te biyokimyasal tepkimeler {iizerinden akisini
belirlemek ic¢in alternatif girdilerden baslayarak, metabolik yolizini olusturan
mikroorganizma c¢ogalmasit mikroorganizmanin yasami, ara trilinler,iirin ve yan
tiriinlerin olusumu i¢in temel metabolik yolizi tepkimeleri bulunmus ve cizelge 2.2'de

verilmigtir.

Bacillus tirlerinde glikoliz yolizi karbon metabolizmasinin ana yolizlerinden biridir.
Fosfo fenolpiruvat-seker fosfo transferaz enzim sistemi (PTS) Bacillus tiirlerinde
glukoz (R1), fruktoz (R5) ve mannoz (R6) tasinimini gergeklestirir. Glikoliz yolizinin
temel enzimatik tepkimeleri denklem sistemine konmustur. Bir¢ok glikolitik enzim
tersinir tepkimeleri de katalizlemektedir. Ancak bunlardan birincisi fosfofruktakinaz
enzimi R8 tepkimesinin tersini katalizleyememekte, bu enzim yerine tersinir tepkime
fruktoz-1.6-bifosfat enzimi tarafindan gerceklestirilmekte ve tersinir tepkime yerine R9
tepkimesi olusmaktadir. Tersinir tepkimenin geri tepkimesini katalizleyen ve R2
tepkimesini katalizlemeyen PTS enzim sisteminin yerine tersinir tepkime R2

tepkimesini glukoz-6-fosfotaz katalizlemektedir.

Pentoz fosfat yolizi li¢ farkli tepkime grubu tarafindan katalizlenmektedir. Bunlar;

a) Icdéniisiim tepkimeleriyle (R21-30)

b) Dogrudan glukozdan (R19,R20)

¢) Glukoz-6-fosfattan R17 ve R18 tepkimeleriyle gerceklesir.Karbon metabolizmasinda
yer alan diger ana yolizi de TCA dongiisiidiir. TCA dongiisli enzimleri sitrat sentaz,
akonitaz, izositrat dehidrojenaz, piruvat dehidrojenaz kompleksi, 2-okzoglutarat

dehidrojenaz kompleksi, siiksinat kinaz, fumaraz ve malat dehidrojenaz enzimleri
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis i¢in metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998).

Boliim 1.01 Glikoliz ve Glukoneogensiz Yolizi

1. Glc + PEP —» GO6P + Pyr
. Frc+ PEP — F6P + Pyr
. G6P — F6P
. F6P — G6P

2

3

4

5. F6P+ATP — 2 T3P+ ADP
6. 2T3P —» F6P+Pi

7. T3P + ADP+Pi — PG3+ ATP + NADH
8. PG3 + ATP + NADH— T3P + ADP + Pi

9. PG3 —» PEP

10. PEP —» PG3

11. PEP +ADP — Pyr + ATP

12. Pyr+ 2 ATP — PEP+2 ADP

13. Pyr — AcCoA + CO,+ NADH

Boliim 1.02 Pentoz Fosfat Yolizi

14. G6P — Gluc6P + NADPH
15. GlucoP — RSP+ CO, + NADPH
16. RSP — Xyl5P

17. Xyl5P — RS5P

18. RSP — Rib5P

19. RibSP — RSP

20. Xyl5P + Rib5P — S7P + T3P
21.S7P + T3P — Xyl5P + Rib5P
22. Xyl5P + E4P — F6P + T3P
23. F6P + T3P —» XylSP + E4P
24. T3P +S7P — F6P + E4P

25. F6P + E4P — T3P +S7P
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

Glikoliz yolizinden ayrilan tepkimeler

26. Pyr+ NADH — Lac

27. Lac - Pyr+ NADH

28. AcCoA+ADP+Pi — Ac+ATP

29. Ac+ ATP — AcCoA + ADP + Pi
Anapleoritik Tepkimeler

30. Mal — Pyr+ CO, + NADPH

31. OA — Pyr+CO;

32. Pyr+ CO, » OA

TCA Dongiisii

33. AcCoA + OA — Cit

34. Cit — ICit

35. ICit - oKG +CO,+ NADPH

36. aKG — SucCoA + CO; + NADH
37. SucCoA +Pi+ADP — Suc+ ATP
38. Suc+ ATP — SucCoA + ADP+ Pi
39. Suc — Fum+ FADH,

40. Fum — Mal

41. Mal - OA + NADH

42. ICit — GlIx+ Suc

43. GIx + AcCoA —» Mal

Serin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi
44. PG3+Glu » Ser+ oKG+ NADH + Pi
45. Ser+THF  — Gly + MetTHF

46. Ser + AcCoA +H,S — Cys +Ac
Alanin Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

47. Pyr+Glu — Ala+oaKG
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

48. 2Pyr + NADPH — Kval

49. Kval+Glu—» Val+aKG

50. Kval + AcCoA + Glu —» Leu+ aKG + NADH + CO,
Histidin Biyosentezi

51. R5P+ ATP — PRPP + AMP

52. PRPP + ATP + GIn — His + PRAIC + aKG + 2 PPi +2 NADH + Pi
Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

53. OA+Glu — Asp + oKG

54. Asp+Gln+ ATP — Asn+ Glu+ AMP + PPi

55. Asp+ ATP+NADPH — AspSa+ ADP + Pi

56. AspSa +Pyr — DC

57. DC+NADPH — = Tet

58. Tet+ AcCoA +Glu —  Ac + oKG+ mDAP

59. mDAP — Lys+CO;

60. AspSa + NADPH — HSer

61. HSer+ ATP —  Thr+ ADP + Pi

62. Thr + Pyr + NADPH + Glu  — lIle + oKG + NH3 +CO,
63. AcCoA + Cys + HSer + H,S + MTHF ~ — Met + Pyr+ 2 Ac + NH;3 + THF
(a) Aromatik Amino Asitlerin Biyosentezi

64. 2 PEP + E4P+ ATP + NADPH — Chor + ADP + 4 Pi
65. Chor + Glu — Phe + oKG + CO,

66. Chor +Glu — Tyr + aKG + NADH + CO,

67. Chor + NH; + PRPP  — Pyr +IGP + CO, + PPi

68. IGP+Ser — Trp +T3P

40



Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

a.
b. Glutamik Asit Grubu Amino Asitlerin Biyosentezi

69. aKG+NH;+NADPH — Glu

70. Glu+ ATP+NH; — GIn + ADP + Pi

71. Glu+ ATP+2NADPH — Pro + ADP +Pi

72. 2 Glu+ AcCoA + ATP + NADPH — Orn+ aKG + Ac+ ADP + Pi
73.0m+CaP — Citr+ Pi

74. Citr + Asp + ATP — Arg + Fum + AMP + PPi

Amino Asitlerin Katabolizmast

75. oKG+Ala — Pyr+Glu

76. Argt oKG — 2 Glu+ NH3+ NADPH + CO,

77. Asn — Asp + NH3

78. Asp — Fum + NHj

79.Cys —  Pyr+ NHs+ H,S

80. GlIn + aKG + NADPH — 2Glu

81. Gly + MetTHF —  Ser + THF

82.His +THF —  Glu+ MeTHF

83.Ile + aKG — Glu+ FADH, + 2 NADH + CO; + SucCoA + AcCoA
84. Leu + aKG + ATP — Glu + FADH, + NADH + 2 AcCoA + ADP + Pi
85.Phe —» Tyr+ NADPH

86.Pro — Glu+ NADPH

87. Ser — Pyr + NHj3

88. Thr - Gly + NADH + AcCoA

89. Trp + NADPH — AcCoA + Ala

90. Tyr + aKG + SucCoA — Glu + Fum + AcCoA + Succ + CO,

91. Val + aKG — Glu + FADH, + 3 NADH + 2CO; + SucCoA
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

c.
d. Niikleotidlerin Biyosentezi

92.PRPP + 2 Gln+ Asp +CO;, + Gly +4 ATP + F10THF —
2 Glu+ PPi +4 ADP + 4 Pi+ THF + PRAIC + Fum

93. PRAIC + FI0OTHF — IMP +THF

94.IMP + GlIn + ATP — NADH + GMP + Glu + AMP + PPi

95. GMP + ATP —  GDP + ADP

96. ATP + GDP — ADP + GTP

97.GTP+ ADP — ATP+GDP

98. NADPH + ATP — dATP

99. NADPH + GDP + ATP — ADP +dGTP

100. IMP+ GTP+ Asp — GDP + Pi+ Fum + AMP

101. AMP+ATP —» 2ADP

102. PRPP+ Asp+CaP — UMP +NADH + PPi + Pi + CO,

103. UMP+ATP — UDP + ADP

104. UDP+ATP — ADP+UTP

105. UTP+NH;+ATP — CTP+ ADP +Pi

106. ATP+NADPH+CDP — dCTP+ ADP

107. CDP+ATP — CTP+ ADP

108. CTP+ADP — CDP+ATP

109. UDP + MetTHF +2 ATP + NADPH — dTTP + DHF + 2 ADP + PPi
e. Kofaktorlerin Biyosentezi

110. DHF +NADPH — THF

111. MetTHF + CO, + NH; + NADH — Gly + THF

112. MetTHF + NADPH — MTHF

113. MetTHF — MeTHF + NADPH

114. MeTHF — F10THF

115. Gly + THF — MetTHF + NH3;+ NADH + CO,

116. NADH — NADPH

117.
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

118. NADPH —» NADH

Elektron Tasinim Sistemi

119. NADH +2ADP+2Pi — 2ATP

120. FADH, + ADP+Pi — ATP

Tasimim Tepkimeleri

121. CO; — exp

122. imp — CO,

123, imp — NH;

124. NH; — exp

125. 2ATP+4NADPH — AMP+ ADP +H,S +PPi+Pi
126. PPi — 2Pi

127. imp —» Pi

128. P1 — exp

Yag Asitlerinin ve Fosfolipidlerin Biyosentezi

129. T3P+NADPH — GL3P

130. 7 AcCoA +6 ATP+ 12 NADPH — C14:0+ 6ADP + 6Pi
131. 7 AcCoA +6 ATP+ 11 NADPH — Cl14:1 + 6ADP + 6Pi
132. 8.2 AcCoA +7.2 ATP + 14 NADPH —» 7.2 Pi + 7.2ADP + FA
133. 2ATP+CO;+GIn — CaP +Glu+2 ADP +Pi
Biyokiitle Bilesenleri

134. F6P + GIln + AcCoA + UTP — UDPNAG + Glu + PPi
135. PEP +NADPH + UGPNAG — UDPNAM + Pi

136. R5P+PEP+CTP —  CMPKDO + PPi+ 2 Pi

137.  Ser+ CTP + ATP — CDPEtN + ADP + PPi + CO;,

138. S7P+ATP — ADPHep + Ppi
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Cizelge 2.2 R-B.licheniformis icin metabolik yolizi tepkimeleri (Calik 1998) (devam)

139. G6P — GIP

140. GIP — G6P

141. UTP + G1P —» UDPGIc + PPi

Hiicre sentezi

141. 0.5352 Ala+ 0.28 Arg + 0.22 Asn + 0.22 Asp + 0.09 Cys + 0.09 His + 0.25 GIn +
0.25 Glu+0.58 Gly + 0.27 Ile + 0.42 Leu + 0.32 Lys + 0.14 Met + 0.0593 Orn + 0.17
Phe + 0.2 Pro + 0.377 Ser + 0.05 Trp + 0.13 Tyr + 0.24 Thr + 0.4 Val + 0.2 GTP + 0.13
UTP +0.12 CTP +0.02 dATP + 0.02 dCTP + 0.02 dGTP + 0.02 dTTP + 0.129 GL3P +
0.0235 C14:0 + 0.0235 C14:1 + 0.259 FA + 0.0433 UDPNAG + 0.0276 UDPNAM +
0.0235 CMPKDO + 0.0235 CDPETN + 0.0157 UDPGLC + 0.02354ADPHEP + 0.154
GIP + 41.139 ATP —  Biomass +41.139 ADP +41.139 Pi

SAP Sentezi

142. 274 (0.127 Gly + 0.255 GIn + 0.0182 Glu + 0.0146 Phe + 0.0474Tyr + 0.116 Ser +
0.0036 Trp + 0.0328 Asp + 0.0657 Asn + 0.028 Lys + 0.0182 Met + 0.0729 Thr + 0.0365 Ile +
0.0365 Pro + 0.0146 Arg + 0.145 Ala+ 0.113 Val + 0.0584 Leu + 0.0182 His ) + 5.5 ATP —
SAP + 5.5 ADP + 5.5 Pi

143. ATP—> ADP+ Pi

Bacillus (R37-45) tiirlerinde belirlenmistir. Gliksolat sontliinde yer alan tepkimeler
izositrat liyaz (R46) ve malat sentaz (R47) tarafindan katalizlenen tepkimeler de
tepkime denklem sisteminde yer almaktadir. Anapleorotik enzimler, malik enzim (R35)
Bacillus tiirlerinde belirlenmistir. Diger anplerotik yolizi enzimi okzalasetat
dekarboksilaz (R36) enziminin katalizledigi tepkime de tepkime denklem sisteminde
bulunmaktadir. TCA dongiisiinde yer alan tepkimelerin tersinir tepkimeleri MYM
analizinde denklem sisteminin ¢oziimiinde c¢oziimsiizliik (singiiler noktalar)

verdiginden tepkime denklem sistemine alinmamistir. Asetat kinaz fosfoetiltransferaz

44



(R33,R34) ve laktat dehidrojenaz (R31,R32) enzimlerinin katalizledikleri tepkimeler
sistemde yer almaktadir.Amino asitlerin sentezlenme yolizleri literatiirde
B.licheniformis i¢in bulunmaktadir. Bu nedenle B.subtilis yolizlerinin B.licheniformis
icin gegerli oldugu varsayilmistir. Amino asitlerden serin biyosentezi 3-fosfo gliserat'tan
cikilarak (r48) gerceklesmektedir, bu yolizi gram pozitif bakteriler i¢in karakteristiktir.
Serin hidroksimetil transferaz enzimiyle glisin, glisin de yine aymi enzimle serine
dontisiir. B.subtilis'te sistein sentezi sirasinda gorev alan ATP siilfiiriliyaz ve adenozin-
S'-fosfosiilfat kinaz enzimleri ile siilfati siilfit ve siilfiire doniistiiren enzimlerde
mevcuttur ve R50 tepkimesiyle gosterilmistir.  Alanin piruvattan transaminasyon
tepkimesiyle (R51) iiretilir. Valin olusumu i¢in R53 tepkimesi ile L6zin olusumu igin de
R54 tepkimesi, B.subtilis i¢in belirlenmistir. Histidin sekiz ardisik tepkimeyle, ATP ve
fosforibozilpirofosfat (PRPP) girdi olarak kullanilarak {iretilmektedir. Tepkime
sistemindeki bu sekiz tepkime toplanarak iki tepkimeye indirgenmistir.
Diaminopimelat, asparajin, lizin, treonin, metionin, izolézin ve aspartik asit protein
sentezi i¢in aspartat yolizinde (R57-67) iiretilmektedir. B.subtilis aromatik amino
asitlerden tirozin, triptofan ortak girdi olan korozimattan iiretilebilmektedir. (R68-72)
Glutamat, a-KG'tan, glutaminde (R74)'de glutamattan liretilmektedir. Bunun yaninda
bu iki amino asit diger amino asitlerin iiretiminde de yer almaktadir. Pirolin R75
tepkimesiyle, arjininde R78 tepkimesiyle glutamattan c¢ikilarak iiretilmekte, ara bilesik
olarak pirolin biyosentezinde glutamat- y-semialdehit, Arg biyosentezinde ise ornitin
(R76) yer almaktadir. Bacillus sp. Ala, Arg, Asn, Asp, Glu, Gln, His, Ile, Orn, Pro, Thr
ve Val'i azot kaynagi, Ala, Arg, Glu, GIn, His ve Pro'i karbon kaynagi olarak
kullanabilirler. Arg (R80) ve Pro (R90) A -pirolin-5-karboksilat araciligiyla, Histidin
(R86) transformasyon tepkimesiyle Glu'a doniisiir. Thr (R92) Gly'e, Gly'de (R85) serine
dontigebilir. Glu,a-KG'a doniiserek karbon metabolizmasina geri donerken, Gln ve
Glu'da birbirlerine doniigebilirler. Ala (R79), Ser (R91) ve Cys ( R83), piruvata

dontiserek karbon metabolizmasina girerler. L-asparajinaz enzimiyle Asn, Asp ve NH3'e
(R81) déniigiirken, Asp, fumarat ve NH3'e (R82) doniisiir. [zoldzin ve valin, SucCoA'ya
(R87,R95), Leu'de Glu ve AcCoA'ya (R88) doniisiir. Aromatik amino asitlerin

katabolizmas1 Phe'nin Thr'ye transformasyonu (Rs9) disinda B.subtilis'te sistematik

olarak arastirllmamistir. Bu nedenle bu amino asitlerin transformasyon tepkimeleri
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tepkime sistemine katilmamistir. Bunun yaninda bu amino asitlerin katabolizma

tepkimelerinin agagidaki gibi oldugu diisiiniilmektedir;

Triptofanaz: Trp—Indol+Pyr+NH3

Tirozin fenol liyaz: Tyr— Fenol+Pyr+NH3

Lizin ve Metiyonin katabolizmasi i¢inde yine sistematik bir arastirma literatiirde
bulunmamaktadir. Bununla beraber B.subtilis'te kadoverin sentezinde gérev yapan cadA
geninin kodladig1 lizin dekarboksilaz enzimi izole edilmistir. Lizin katabolizmasi
yiiksek organizmalarda ve Streptomyces lipmanii'de aminoadipik semialdehit {izerinden
gerceklesmekle beraber bu yolizinin bakterilerde gegerli olup olmadigi heniiz
bilinmemektedir. Met'nin degradasyonuyla ilgili de literatiirde bilgi bulunmamaktadir.
Bu nedenle bu iki amino asitin katabolizma tepkimeleri tepkime sistemine
katilmamigtir. Amino asitlerin hiicreye tasinimi aktif tasinim ile oldugu halde serbest

yayinma ile gergeklestigi varsayilmistir.

NADPH ve NADH (R127,R128) birbirine doniistiiren nikotinamid niikleotid
transhidrojenaz enziminin bir¢ok gram pozitif bakteride bulunmasi nedeniyle

B.licheniformis'de bulundugu varsayilmistir.
ATPmin yasam fonksiyonlari i¢in (maintenance) kullanimi metabolik yolizi

miithendisligi analizi ile ilgili diger yayinlarda da oldugu gibi tepkime sisteminde

ADP'ye (R147) doniisiimii olarak verilmistir.
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CO), NH3 (NH4" formda) ve fosfatin hiicreye biyoproses ortamina tagmimlari (R131-

R138)'da tepkime sisteminde yer almaktadir ve taginim mekanizmalar1 serbest yayinma
olarak kabul edilmistir. P/O orani-elektron tasinim sisteminde- iki olarak kabul
edilmigtir. (R129,R130) SAP enziminin kimyasal bilesimi formiile edlirken
B.licheniformis'in iirettigi SAP enziminin tam amino asit bilesimi kullanimigtir. (R146)
SAP enziminin hiicre disina taginim prosesinin karmasik olmasi ve bu konuda yeterli ve
tam bilginin literatiirde bulunmammasi nedeniyle SAP enziminin taginimininda pasif
difiizyonla gerceklestigi varsayilmistir. Niikleootilerin (R96-R113), yag asitlerinin,
fosfolipidlerin ve lipidlerin , kofaktdrlerin (R121-128) hiicre bilesenlerinin (R139-
R144) biyosentezide tepkime sistemine katilmustir. B.licheniformis ve B.subtilis'in
kimyasal bilesimleri bilinmediginden R145 hiicre olusum tepkimesinde E.coli bilesimi
kullanilmis ve kalma siiresiyle degismedigi varsayilmistir. Bunun B.subtilis'in DNA,
RNA ve hiicrei¢i bilesiklerden amino asitlerin hiicrei¢i  derigimlerinin  de

E.coli'ninkinden ¢ok farkli olmadigi bildirilmistir (Calik 1998).

2.7 SAP Sentezinde Darbogaz Olusturan Aspartik Asit Grubu Amino Asitler

B.licheniformis tarafindan {iretilen SAP {retimi {iizerinde yapilan MYM analizi
sonuglarina gore SAP sentezinde hiicrei¢i amino asit akilarinin biiyiik rol oynadigi
goriilmiistiir. Ozellikle SAP yapisindaki amino asitlerin %26'sin1 olusturan aspartik asit
grubu amino asitlerin aki1 degerlerinin biyoproses siiresince diisiik oldugu belirlenmis ve
bu amino asitlere diger amino asitlere kiyasla daha fazla ihtiya¢ duyuldugu ve ayrica
diizenleyici 0zellige sahip olduklart icin de SAP sentezinde bir darbogaz

olusturabilecegi diistiniilmiistiir (Calik vd 2000).

Diaminopimelat, lizin, metiyonin ve treonin aspartik asitten iiretilirler ve bu nedenle
aspartik asit grubu amino asitler olarak bilinirler. Bunlarin biyosentezi bir¢cok koldan
olusur ve son {irlinler oluguncaya kadar bir¢ok ara iirlin meydana gelir (Sekil 2.11).
Aspartik asit grubu amino asitlerin biyosentez mekanizmasi bakteriyel, fizyoloji ve
biyokimyasal olarak diger amino asitlerin biyosentez mekanizmalarindan farklilik

gosterir ve bazi avantajlart vardir. Bunlardan birincisi, yolizindeki biitiin amino asitlerin
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olusturdugu proteinler bilinmektedir. Diger bir 0Ozellik ise okaryot ve prokaryot

hiicrelerdeki biyosentez mekanizmalar1 arasindaki farklar bilinmektedir.

Aspartat yolizinin ¢ogalmadaki en biiyiikk gorevi, protein sentezi i¢in gerekli amino
asitleri sentezlemesidir. Bunun yaninda, yolizi diger 6nemli bir iirlin olan mezo-
diaminopimelat1 iiretmektedir. Bu bilesik 6zellikle Bacillus'larda lizin olusumu igin bir
ara irlin olup, hiicre duvarindaki peptiglosan olusumu ic¢inde gereklidir. Diamino
pimelat biyosentezinin devam edebilmesi i¢in protein amino asitlerinin hiicre dis1
kaynaklardan sentezlenmesi gerekir. Bu sartlar altinda, diger amino asit sentezleri
fonksiyonel degildir ve amino asitlerin son {rlin represyonuna ve feedback
inhibisyonuna ugrarlar. Aspartat'dan diaminopimelat olusumundaki kontrol basamagi

diger amino asit biyosentezlerindeki kontrol basamagindan da farklidir.

Aspartat yolizi ayn1 zamanda sporlanma evresinde de kritik rol oynar.
B.subtilis'desporlanma siiresince, az miktardaki protein sentezindeki amino asitler
protein turnover sayist ile belirlenir. Diger yandan, aspartat yolizindeki iki iirlin
B.subtilis'in sporlanma hiicreleriyle belirlenen turnover sayisindan yararlanilarak
belirlenmez. Bunlardan birisi, dipokilanat, kuru hiicre agirliginin %10'u spordur,
digeride mezo-diaminopimelatdir, spor korteksinin peptiglosaninin bir bilesigidir.
Aspartatdan mezo-diaminopimelat olusumundaki reaksiyon zinciri sporlanma boyunca

bu bilesiklerin sentezlenmesine izin verecek sekilde kalir (Paulus 1993 ).

2.7.1 Aspartik asit grubu amino asitlerin biyosentezi ve regiilasyonu

2.7.1.1 Ortak yolizi ve regiilasyonu

Aspartat yolizindeki biitiin iirlinlerin biyosentezinde ilk reaksiyon ortaktir. Birincisi
aspartik asitin f-karboksil grubuna ATP'nin fosfatinin aktarilmasidir. Bu reaksiyon
aspartokinaz enzimiyle katalizlenir. Diger reaksiyon ise, NADPH'daki f-aspartil

fosfatin asil fosfata indirgenmesi ve aspartat semialdehit dehidrojenaz  enziminin
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ASPARTIKASIT — 5  ASPARAJIN

!

Aspartil-P
Aspartat semialdehit
Dihidropikolinat / Homoserin
Dipikolinat O-Asetilhomoserin Homoserin-P
v
TREONIN
Diaminopimelat v «~ .

Protein izoLOZIN

/ /METiONiN\‘ l

Protein
Protein Adomet

LizIN

Sekil 2.11 Aspartik asit grubu amino asitler
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katalizlemesiyle L-aspartat semialdehide dontismesidir (Sekil 2.12). Bu reaksiyon
kimyasal olarak glikoliz yolizindeki 3-fosfo gliserat kinaz ve gliseraldehit -3-fosfat
dehidrojenazin katalizledigi reaksiyonlarla analogdur. Aspartattan baslayarak diger
amino asitlerin biyosentezi aspartokinaz enzimiyle diizenlenir ve aspartat yolizinde bu

enzim feedback kontrollu olarak reaksiyonlari diizenler (Paulus 1993).

Aspartokinaz enzimleri

Aspartokinaz enzimleri ilk defa 1971 yilinda B.subtilis'de belirlendi. B.subtilis'deki ii¢
aspartokinaz enzimi E.coli'deki aspartokinaz enzimlerine benzer. Ancak feedback
kontrol mekanizmalar1 birbirinden farkhidir. B.subtilis'deki 3 farkli aspartokinaz

enziminin genel 6zellikleri Cizelge 2.4'de verilmistir (Paulus 1993 ).

Aspartokinaz I

Aspartokinaz I enzimi yalmzca biiyiikliik bakimindan degil, aktivitesiyle de diger
aspartokinazlardan ayrilir. Diger amino asitlere nazaran hiicre duvarinin yapisinda
bulunan mezo-diaminopimelat tarafindan daha fazla kontrol edilir. Dabhasi,
salgilanma miktar1 hiicre dig1 amino asit miktarindan etkilenmez, hiicreler durgunluk
fazina ulastiginda aspartokinaz I'in salgilanmasi1 maksimuma ulasir ve bu seviyede sabit
kalir. aspartokinaz I'in bu o6zellikleri onun sporlanma ve ¢ogalma boyunca mezo-
diaminopimelat sentezinde ve sporlanma siiresince de dipikolinat sentezinde baslatict
rol listlenmesine neden olur. Diger aspartokinaz enzimleri ise bu esnada aspartokinaz I
seviyesinde salgilanmaz. Aspartokinaz [ mezo-diaminopimelat ile yarismasiz
inhibisyona ugrar, aspartat substrat olarak davramr. Inhibisyon egrileri hiperbol
seklindedir. Mezo-diaminopimelatin miktar1 ve aspartatin doygunluk sabiti (Km)
inhibitérden etkilenmez. Bu 6zelliklere gore Aspartokinaz I V tipi allosterik sistemlere

girer. Enzim yiiksek pH araliginda aktiftir ve monovalent katyonlarla iki kat uyarilir.
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H3N- CH L-Aspartik asit
I
CH,
I
CO,
@ ATP
ADP
CO,
[
HsN- CH
I
CH, L-Aspartat-4-fosfatat
I
C-O-P
I
(0]
@ NADPH
Aspartat
semialdehit
dehidrojenaz
NADP Pi
COy
I
H3N- CH
I
CH, L-Aspartat semialdehit
[
CH
I
0]
Aspartatsemialdehit

Sekil 2.12 Aspartat semialdehit biyosentezi
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Cizelge 2.3. B.subtilis’deki aspartokinaz enzimleri

Ozellikler Aspartokinaz I Aspartokinaz 11 Aspartokinaz I11
Yapisal gen dapG lysC ?

M.A. 250000 122900 120000

Alt birim MLA. 42900 43700alfa,17700beta ?

Feedback inhibitorleri

Mezo-diaminopimelat

L-Lizin

L-Treonin ve L-lizin®

Inhibisyon kinetigi” Yarismasiz Yarismasiz Yarismalt
Ki (feedback inhibitorleri icin) 0.025° 0.1 0.15¢
Inhibisyon egrisinin sekli Hiperbolik Hiperbolik Sigmoid
Monovalent katyon ihtiyaci Ozgiil degil K" ve NH," K" ve NH,"
Km (aspartat i¢in)° 3 1 17

pH arah@ 6.0-9.5 ? 6.6-8.2
Enzim sentezindeKki es gerileticiler Bilinmiyor L-Lizin L-Treonin
Doygunluk fazinda enzim seviyelerinde | Degisim yok Azalma var Azalma var

degisim

a) Bu iki enzimin tek baglarina fizyolojik konsantrasyonlarinda inhibisyona neden olurlar.

b) Bu inhibisyonlar da substrat aspartattir.
¢) Bu deger pH=8.0"de belirlenmistir.

d) Bu deger treonin ve lizinin es molar konsantrasyonlarinda farklilik gosterir.

e) Bu degerler 1 mM ATP i¢in hesaplanmistir.




Aspartokinaz 1 higbir biiyiikliikte saflastirilamaz ve yapisininda protein yapisina
benzedigine dair bir bilgi yoktur. Diger kompleks proteinlere gore biiyiik bir molekiil
agirhgina sahiptir (>250000). Gergekten aspartokinaz I geni klonlanip desifre
edildiginde, polipeptit zincirinin Aspartokinaz II'deki biiyiik alt birimle (404 amino asit,
Mr=42900) ayn1 biiytikliikte oldugu gozlenir.

Iki farkli aspartokinaz I mutanti belirlenmistir. Birincisi sicaklifa duyarli mutant ve
buna termofil aspartokinaz adi verilmistir. Diger tip aspartokinaz I ise mezo-
diaminopimelat ile feedback inhibisyona ugramaktadir. Bu inhibisyona ugrayan ikinci
tip aspartokinaz I enziminin geni izole edilmis ancak mutasyonun genetik olarak haritasi

¢ikarilmamustir (Paulus 1993).

Aspartokinaz I1

B.subtilis ekstraktindan saflastirilan ilk iiriin lizine duyarl aspartokinaz II enzimidir.
Aspartokinaz II'nin aktivitesi ve sentezi lizin tarafindan diizenlenir. Enzim aktivitesi
doygunluk fazina ulasildiginda veya bu ana kadar gergeklesen glukoz tiiketimi siiresince
azalir. Aspartokinaz II'nin gorevi, lizin sentezinde baslatict olarak yer
almasidir.Aspartokinaz II'nin aspartata kiyasla lizinle inhibisyonu yarigmasiz
inhibisyondur. Inhibisyon egrileri hem lizin varliginda hem lizin yoklugunda hiperbol
seklindedir. Aspartokinaz I'de oldugu gibi, aspartokinaz II'de allosterik V
sistemozellikleri gosterir. Lizinin analogu, S-(2-aminoetil)-L-sistein lizine gore daha
zay1f bir inhibitordiir (Ki=1mM). Lizine bagli diger amino asitlerden, ornitin, lizin ve
mezo-diaminopimelat, treonin aktivitesi Tlizerine etkili degildir. Aspartokinaz II

aktivitesi, Aspartokinaz I'e benzemez, K+ ve NH4 " iyonlarinin miktarmna da baghdir.

Aspartokinaz II'nin molekiiler agirligi 120000 civarindadir ve birbirinden farkli es
molar miktarda 2 alt birime ayrilmistir. & ve S olarak adlandirilan bu alt birimlerin
molekiiler agirliklart 43000 ve 17000'dir. Bu alt birimler faaf yapisindadir (Paulus
1993).
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Aspartokinaz I11

Aspartokinaz III zengin ortamda c¢ogalma boyunca, doygunluk evresi boyunca ve
sporlanma siiresince gézlenmez ve aktivitesi treonin ile belirlenir. Aspartokinaz II1'de

aspartokinaz II gibi amino asitlerin biyosentezinde baglatici olarak gorev yapar.

Aspartokinaz III treonin ve lizin ile feedback inhibisyona ugrar. Treonin ve lizinin
fizyolojik konsantrasyonlarinin (<1mM) aspartokinaz aktivitesi ilizerine az bir etkisi
vardir, ancak birlikte diisiik konsantrasyonlarda bile enzimi inhibe ederler. Diger
aspartokinaz enzimlerinin feedback inhibisyonlarindan farkli olarak, aspartokinaz III
treonin+tlizinle substrat olan aspartata gore yarigsmali inhibisyona ugrar. Aspartat igin
Km degeri inhibitér miktariyla birlikte artar. Nonpolar aspartokinaz III'lin aktivitesi
kompleks ortamda yani yiiksek nonpolar amino asit derisimlerinde (Metionin, 16zin,

fenilalanin) azalir. Bunun nedeninin nonpolar amino asitlerde 6zgiil baglanma yerlerinin

olmasidir. Aspartokinaz III'de aspartokinaz II'de oldugu gibi aktivitesi K™ ve NHyt

iyonlarindan etkilenir, Na™ iyonundan ise etkilenmez.

Aspartokinaz III B.subtilis'den aspartokinaz II saflastirildiktan sonra elde edilir ve

molekiiler agirligi 120000 civarindadir (Paulus 1993).

Aspartat semi aldehit dehidrojenaz

Bu enzim aspartat yolizindeki ikinci basamaktaki reaksiyonu katalizler. B.subtilis'de yer
alan bu enzim iizerinde ¢ok fazla calisma bulunmamaktadir. Cogalma sartlarinin ve
metabolitlerin aspartat semi aldehit aktivitesi {izerine etkisi bir¢ok Bacillus tipi lizerinde
aragtirllmistir.  B.cereus'da, enzim miktar1 sporlanma siiresince aspartokinaz I,
dihidropikolinat sentaz, dihidropikolinat rediiktaz'la birlikte paralel olarak gider.
B.brevis'de, lstel fazin sonunda sporlanmanin artmasiyla aktivite 3 kat azalir. Ayrica

B.brevis'deki aspartat semialdehit dehidrojenaz enzimlerinden farklilik gdsterir, amino
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asitlerle inhibisyona ugrar. 5SmM treonin veya 16zinle enzim aktivitesi %50 oraninda
azalir. Aspartat semialdehit dehidrojenaz B.sphaericus'daki amino asitlerle ne belirlenir
ne de inhibisyona ugrar. Obiir yandan B.megaterium'daki enzimin miktar1 metionin ile

%40 oraninda azalir (Paulus 1993).

2.7.1.2 Lizin biyosentezi ve regiilasyonu

A. Lizin biyosentezinin biyokimyasi

Lizin biyosentezinde kullanilan iki farkli yolizi bulunmaktadir. Bu iki metabolik
yolizinde farkli ara iiriinler {izerinden gidilerek lizin iiretimi gergeklestirilir. iki
yolizinden biri olan a-aminodipat yolizinde asetil CoA ve okzalasetat iizerinden lizin
biyosentezi gergeklesir. Ayni zamanda bu yolizi yiiksek fungilerde goriiliir. Diger yolizi
olan diaminopimelat yolizinde ise farkli ara iiriinler piruvat ve aspartattan yola ¢ikilarak

lizin sentezi gergeklestirilir. Bu yolizi daha ¢ok bakteri hiicrelerinde gerceklesir.

B. Diaminopimelat yolizi

Sekil 2.13'den de anlasilacagi gibi aspartat ve piruvat ara iiriinleri {izerinden gidilerek

lizin sentezi gergeklesir.

1.2.3-dihidropikolinat olusumu

Bu bilesigin olusumunda aspartat ve piruvat bu sentezde baslatict gorevi istlenirler.
Aspartat f-semialdehit ve piruvat arasinda dihidropikolinat sentetaz enziminin
katalizledigi kondenzasyon tepkimesi meydana gelir ve bu reaksiyon sonucu 2,3-
dihidropikolinik asit olusur. Piruvattaki f-karbonlar1 ve L-aspartat-/ semialdehitteki y
karbon atomlar1 arasinda gerceklesen kondenzasyon reaksiyonlari aldol tipi

kondenzasyon reaksiyonlaridir. Dehidrasyon iirlinleri A 3-2-oxo0-6-aminopimelat, agik

55



Dipikolinat +——

Mezo-
diaminopimelat
dehidrojenaz

NADPH

ADP

Sekil 2.13 Lizin biyosentezi

L-Aspartat semialdehit

dapA |Piruvat  Dihidropikolinat sentaz
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NADPH
v  Dihidropikolinatrediiktaz
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v
L-2,3,4,5-tetrahidropikolinat
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¢ Tetrahidropikolinat asetil transferaz
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N-asetil-L-2-amino-6-ketopimelat
Glutamat
¢ Asetil-L,L-diaminopimelat amino
transferaz

Alfa-Ketoglutarat
N-asetil-L,L-diaminopimelat

dapE Asetil-L,L-diaminopimelat deasetilaz

L,L-diaminopimelat

l Diaminopimelat epimeraz

Mezo-diaminopimelat

lysA CO, Mezo-diaminopimelat dekarboksilaz

L-Lizin
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zincir yapisindaki 2.3-dihidropikolinat, halkanin kapanmasiyla dehidre olurlar ve 2,3-

dihidropikolinata dontistirler.

2. L-2,3,4,5-tetrahidropikolinat olusumu

2,3-dihidropikolinat, dihidropikolinat rediiktaz enzimiyle Kkatalizlenerek, L-2,3,4,5
tetrahidropikolinata doniisiir. Bu esnada kofaktor olarak NADPH kullanilir.

3. N-asetil-L-2-amino-6-ketopimelat olusumu

L-2,3,4,5-tetrahidropikolinat'in amino gruplarinin siiksinillenmesi sonucu N-asetil-L-2-

amino-6-ketopimelat olusur. Bu reaksiyon ATP ve siiksinat varliginda gergeklesir.

4. N-asetil-L,L-diaminopimelat olusumu

N-asetil-L-2-amino-6-ketopimelat ~ asetil-L,L-diaminopimelat ~ amino  transferaz
enziminin katalizledigi transaminasyon tepkimesiyle N-asetil-L,L-diaminopimelat"

olusturur.

5.L,L-diaminopimelat olusumu
Diamino pimelat yolizinin son basamaginda N-asetil-L,L-diaminopimelat asetil -L,L-

diaminopimelat deasetilaz enziminin katalizlemesiyle L,L-diaminopimelata dontsiir.

6. Mezo-diaminopimelat olusumu

L,L-diaminopimelat, diaminopimelat epimeraz enziminin katalizledigi epimerizasyon

tepkimesiyle mezo-diaminopimelat: olusturur.
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7. Lizin olusumu

Diaminopimelat dekarboksilaz enziminin katalizledigi dekarboksilasyon tepkimesiyle
mezo-diaminopimelat lizine doniislir. D-amino asitlerin dekarboksilasyonu D-

konfigiirasyonundaki asimetrik karbon atomundan CO, uzaklastirilmasiyla meydana

gelir (Pekin 1980, Paulus 1993).

Dihidropikolinat sentaz

Aspartat semi aldehitten lizin ve mDAP olusumunun gercgeklestigi yolizinde aspartat
semi aldehit ve piruvatin birlesip L,2,3-dihidropikolinat olusturdugu reaksiyonu bu
enzim katalizler. B.subtilis'de dihidropikolinat sentaz enziminin seviyesi ortamdaki lizin
miktarindan etkilenmez. Ancak sporlanma siiresince meydana gelen dipokilanat {iretimi
nedeniyle salgilanma miktar1 2 ya da 3 kat artar. Dipokolinat sentezi bu enzimin
salgilanma miktarmin artmasiyla artar. Sporlanma siiresince bu enzimin miktarindaki

artis yeni RNA sentezlenmesine de neden olur.

Bu enzimin 6zellikleri Cizelge 2.5'de verilmistir. Bu enzim spor hiicrelerinden pH=7.4
oldugunda saflastirilir. inhibisyon egrileri sigmoid seklindedir ve aspartat semialdehitin
Km degeri diisiiktiir. B.licheniformis'de yer alan dihidropikolinat sentazin ise kararli
oldugu pH aralig1 farklidir. Enzimin saflastirilmasi pH=8.5 oldugu durumda yapilir.
Aspartat semialdehit icin Km degeri yiiksektir ve inhibisyon egrileri de hiperbol
seklindedir. Optimum enzim aktivitesi pH=9.5 oldugunda gozlenir ve kararlilik
pH=10"nun {izerine ¢iktiginda saglanir. Son firiinlerden lizin, mDAP ve dipikolinat
enzim {izerine inhibitor etkisi yapmaz. Dihidropikolinat sentaz enzimi lizin ile feedback
inhibisyona ugrar. Sporlanma siiresince meydana gelen diaminopimelat ve dipikolinat
sentezindeki feedback kontrol yiiksek hiicre ig¢i lizin konsantrasyonlarinda da
gerceklesir. Molekiil agirligi 124000 ve alt birimlerinin molekiil agirligi ise 3000'dir
(Paulus1993).
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6S

Cizelge 2.4 Lizin yolizinde yer alan enzimler

Ozellikler B.subtilis B.licheniformis B.subtilis B.cereus B.sphaericus B.subtilis

Enzim Dihidropikolinat Dihidropikolinat sentaz Dihidropikolinatrediiktaz | Dihidropikolinatrediiktaz | Mezo-diaminopimelat Mezo-diaminopimelat
sentaz dehidrojenaz dekarboksilaz

Yapisal gen dapA ? ? ? ? lysA

M.A. 124000 110000 74000 155000 80000 105000

AltbirimM.A. 32000 28000 18500 ? 40000 48900

Km(substratigin) 3mM(aspartatsemial | 5.5mM(aspartatsemialdehit), | 0.77mM(dihidropikolinat) | 0.062mM(dihidropikolinat) | 0.24mM(alfaketopimelat)0.2mM( | 1mM(mezodiaminopimelat
dehit), ImM piruvat 2.5mM piruvat NADPH), 12.5 mM NH," mM (pridoksalfosfat)

pH arahg: 8.0-10.5 Optimum 8.6 5.0-7.5 6.0-9.0 6.5-9.0 7.5-9.0

Feedback Bilinmiyor Bilinmiyor Dipikolinat Dipikolinat Mezo-diaminopimelat L-Lizin

inhibitorleri

inhibisyon kinetigi Yarigsmasiz Yarigmasiz Yarigmali olmayan Yarigmali

Ki (feedback 0.3 0.09 1.67 (%90 inhibisyon) 1.5

inhibitorleri icin)

Diger inhibitérler | Bilinmiyor Bilinmiyor 1,10-fenantirolin (Ki=0.05 | 1,10-Fenantirolinle inhibe | Bilinmiyor L-Lizin

veya aktivatorler mM) olmaz

Enzim sentezindeki es | Bilinmiyor Bilinmiyor ? ? ? azalir

gerileticiler

Doygunluk  fazinda | Artar Artar ? ?

enzim seviyesindeki

degisim




Dihidropikolinat rediiktaz

Dihidropikolinat rediiktaz B.subtilis'in sporlanmis hiicrelerinden izole edilmistir,
ozellikleri Cizelge 2.4'de verilmistir. Dihidropikolinat rediiktaz pH=6.0 oldugunda en
etkin durumdadir. Diisiik konsantrasyonlarda "chelator" lar 1,10-fenantirolin ve
dipikolinatla inhibe olurlar. inhibisyon dipikolinatlarin fizyolojik konsantrasyonlarinda
meydana gelir ve dihidropikolinata gore yarismasiz, NADPH'a gore yarigmali
inhibisyon gerceklesir. Inhibisyon egrileri sigmoid seklindedir. Dihidropikolinat
rediiktazin dipikolinatla inhibisyona ugramasiyla sporlanmis hiicrelerde bir diizenleyici
etki meydana gelir. Diaminopimelattan dipikolinat olusumu spor olusumundan sonra
baslar. Diaminopimelat ve lizin bu enzimi inhibe etmezler. Bu enzimin molekiiler

agirligr 74000'dir (Paulus 1993 ).

Tetrahidropikolinat asetil transferaz, N-asetil-L,L-diaminopimelat amino

tranferaz, N-asetil-L,L-diaminopimelat deoksilaz ve diamino pimelat epimeraz

Bu enzimler mezo-diaminopimelat sentezinde epimeraz yolizinde yer alan dort
reaksiyonu katalizler. B.subtilis 1iizerinde bu enzimlerle ilgili ¢alisma pek

bulunmamaktadir. Yalnizca N-asetil-L,L-diaminopimelat deoksilaz'in yapisal geni dapE

belirlenmistir. Bu enzim T=379C'de sabit tutuldugunda enzimin salgilanma seviyesinde
dolayistyla da N-asetil-L,L-diaminopimelat miktarinda diisiis olmaktadir. Ancak
sicaklik bu degerde tutulmadiginda enzimin lizin i¢inde pargalandigi belirlenmistir.

B.megaterium'dan izole edilen diaminopimelat epimeraz enzimi, mdap sentezindeki son
basamagi katalizler. Bu enzimin aktivitesi ortama eklenen tiol bilesiklerine baghdir.
L,L-diaminopimelatin mdap'a doniismesinde meydana gelen epimerizasyon

tepkimesinin denge sabitinin degeri 2'dir (Paulus 1993).
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Mezo-diaminopimelat dehidrojenaz

Bu enzim 6nce B.sphaericus’da sonra diger bakterilerde belirlenmistir. Bu enzim mdap
sentezindeki 4 reaksiyon yerine gerceklesen tek reaksiyonu katalizler. Bu enzimin
ozellikleri Cizelge 2.5'de verilmistir. mdap dehidrojenaz aktivitesi lizinden etkilenmez,
fakat mdap, L-L-amino-6-ketopimelatin indirgenme tepkimesini inhibe eder. Inhibisyon
tepkimesi tersinirdir. Allosterik degildir. Molekiiler agirligit 80000'dir, 1 mol NADPH
basina 40000 Da alt birimden olusmustur (Paulus 1993).

Mezo-diaminopimelat dekarboksilaz

Lizin sentezindeki son basamakta, pridoksal fosfata bagli olarak gerceklesen mdap'in
dekarboksilasyon reaksiyonu diaminopimelat dekarboksilaz enzimiyle katalizlenir.
mdap dekarboksilaz enzimi lizin tarafindan feedback regiilasyonla kontrol edilir.
Salgilanma miktar1 ¢ogalmada lizin miktariyla %50 azalir ve zengin ortamda %90'dan
fazlas1 azalir. Ozellikleri Cizelge 2.5'de verilmistir. Enzim yiiksek pH'larda ¢ok etkilidir
ve lizinle substratin mdap oldugu durumda yarismali inhibisyona ugrar. Bu enzimin
lizinle inhibisyonu bu amino asitin fizyolojik konsantrasyonlarinda gerceklesir ve
mdap'dan lizin olusumunu diizenler. Jel filtrasyon ile ayrilan bu enzimin molekiiler

agirhigi 105000'dir (Paulus 1993).

Dipikolinat sentaz

2,6-dipikolinat yalnizca birka¢ bakteri tarafindan ve bakteriyel sporlanmanin oldugu
kisa bir evrede sentezlenir. Bu ¢ogalma hiicrelerinin metabolizmasinda temel bir bilesik
degildir, ancak yoklugunda sicakliga duyarli sporlar olusur. Dihidropikolinattan
dipikolinat sentezi lizin biyosentezinde tek basamaktan meydana gelir ve dipikolinat

sentaz enzimiyle katalizlenir.
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Bu enzim {izerinde kararsizligi nedeniyle ¢ok fazla c¢alisma yapilmamistir. Ciinkii
saflagtirma ¢alismalar1 basarisizlikla sonuglanmistir. B.subtilis'de bu enzimin salgilanma
miktar1 ihmal edilecek boyuttadir ancak sporlanmanin baglamasindan 4 saat sonra enzim
miktar1 da 2 katina ¢ikar ve dolayistyla ortamdaki dipikolinat miktar1 da artar (Paulus

1993 )

2.7.1.3 Treonin ve metionin olusumu ve regiilasyonu

Aspartat yolizindeki diger biiylik kollardan birisi aspartat semialdehitin treonin ve
metionine doniigmesidir (Sekil 2.14). Ara {iriin homoserindir, treonin ve metionin
iiretiminin baslaticisidir. Aspartat semi aldehitten homoserin olugsmasini treonin kontrol
eder. Metionin ise yalnizca homoserinin metionine ve S-adenozilmetiyonine

donilismesini diizenler.

Her iki amino asit i¢in ortak bir tepkime vardir bu da homoserin olusumudur.

1.Homoserin olusumu;

Aspartat-f-semialdehit, homoserin dehidrojenaz enzimiyle ve NADH koenzimi ile

katalizlenerek homoserine indirgenir.

2. O-fosforil-L-homoserin olusumu

Homoserin ATP varliginda homoserin kinaz enzimiyle fosfatlanarak O-fosforil-L-

homoserin olusturur.

3. Treonin olusumu

Olusan son bilesik O-fosforil-L-homoserin treonin sentaz enzimiyle treonini olusturur.
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Reaksiyonun mekanizmasi yani, bu donilisimde pridoksal fosfat once, enzim
kompleksiyle bir schiff bazi olusturur. bundan sonra, fosfat grubunun etkinlestirdigi S-
H ayrilir, olusan karbonyonun tautemerlesme dontisiimleri sonunda fosfat molekiilden
ayrilir. ve molekiiliin ucunda bir ¢ift bag olusur ve buna su katilarak hidroksi bilesigi
yani treoninin enzim kompleksinin schiff bazi meydana gelir. Bunun hidroliziyle

treonin ve enzim kompleksi olusur (Tiiziin 1980, Paulus 1993).

Homoserin dehidrojenaz

Aspartat semialdehitin NADPH'a bagli olarak homoserine indirgenmesi ve dolayisiyla
treonin ve metionine doniismesi reaksiyonunu bu enzim katalizler. B.subtilis ve diger
gram pozitif bakteriler tek bir homoserin dehidrojenaz enzimine sahiptirler. Bu enzim
heniiz B.subtilis'den izole edilememistir. Ozellikleri Cizelge 2.6'da verilmistir.
Homoserin dehidrojenaz enzimi treonin ile inhibisyona ugrar. 0.5mM treonin ile %50
inhibisyona ugrar. Miktar1 iistel ¢ogalma fazinda sabit kalir fakat ortama metionin,
treonin, Ile veya bunlarin hepsi ayn1 anda ilave edildiginde miktarinda 1.5 kat azalma

meydana gelir (Paulus 1993).

Homoserin kinaz ve treonin sentaz

Homoserinden treonin olusumu sirasinda meydana gelen iki tepkimeyi katalizleyen bu
enzimlerle ilgili B.subtilis lizerinde fazla bir ¢alisma yoktur. Homoserin kinaz, ilk
reaksiyonu yani ATP'ye bagli olarak homoserini homoserin fosfata doniistiirtir. Treonin
sentezinde homoserin kinazin katalizledigi bu tepkime feedback kontrollu olarak
meydana gelir. Bu enzim homoserinin doygunluk konsantrasyonlarinda treonin ile
inhibisyona ugrar. Treonin sentaz B.subtilis'deki pridoksal fosfata bagli olarak
homoserin  fosfatin  treonine  doOniisiimiinii  katalizler. Bu enzim  diisiik
konsantrasyonlardaki sulfat, fosfat ve sistein ile inhibe olur. Bu enzim ayni zamanda
treoninden izolozin olusumundaki ilk ara iirlin olan a-ketobiitratin treoninden veya

homoserin fosfattan olusum tepkimesini de katalizler (Paulus 1993 ).
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Metionin olusumu ve regiilasyonu

Metionin; biyosentez mekanizmasi Sekil 2.14'de verilmistir.

1. O-asetil-L-homoserin olusumu

Homoserin homoserin asetil transferaz enziminin katalizledigi reaksiyonuyla O-asetil-

L-homoserin meydana gelir.

2. L,L-sistatiyonin olusumu

Sistein ve homoserin sistatiyonin y-sentaz enziminin Kkatalizlemesiyle olusan

reaksiyonda tiyoeter bagi ile birbirine baglanarak sistatiyonini olustururlar.

3. Homosistein olusmasi

Sistatiyonin, sistatiyonin f-liyaz enziminin katalizledigi reaksiyonla piruvata ve

homosisteine ayrisir.

4. Metionin olusumu

Homosistein N9-metil-tetrahidrofolat koenzimi ve homosistein metilaz enziminin

etkisiyle S-metillenerek metionini meydana getirir.
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Homoserin asetil transferaz

Metionin biyosentezinde, homoserin homoserin asetil transferaz enziminin katalizledigi
alkilizasyon tepkimesiyle O-suksinil homoserine doéniisiir. E.coli'deki homoserin asetil
transferaz enzimleri birbirine benzemektedir. Feedback kontrollii olarak metionin ve S-
adenozilmetiyonine ile inhibe olurlar. B.subtilis'deki bu enzim iizerinde yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Ancak B.polymxa'dan izole edilen homoserin asetil transferaz ile
katalitik ve kontrol mekanizmalar1 benzerlik gosterir. Cizelge 2.6'da ozellikleri
verilmistir. homoserin transferaz enzimi ¢ogalma esnasinda metionin ve S-adenozil

metionin ile yarismali inhibisyona ugrar. Etiyoninde ayni enzimi metionin kadar inhibe

eder. Inhibisyon egrileri hiperbol seklindedir. Bu enzim Zn*2 iyonlariyla da inhibisyona
ugrar. Molekiiler agirligi 40000'dir (Tiizlin 1980, Paulus 1993).

2.7.1.4 Asparajin biyosentezi ve regiillasyonu

Bakterilerde asparajin sentezi asparajin sentetaz enziminin katalizledigi reaksiyonla

aspartattan meydana gelir. Tepkime;

L-aspartat + NH3 + ATP — L-asparajin + AMP + Pi

Asparajin sentetaz enzimi Lactobacillus casei ve Streptococus bovis'den izole

edilmistir. iki mikroorganizmadan saflastirilan enzimler birbirlerine benzer dzellikler
gostermektedirler. Mn2t kofaktdr olarak bu enzimler iizerinde en etkili metal iyonudur.

Bunu yaninda Mg2+'da oldukea etkilidir. Enzimler reaksiyon {iriinii asparajin ile inhibe

olurlar,substrat,aspartat'dir(Paulus1993)
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Cizelge 2.6 Treonin ve Metionin yolizinde yer alan enzimler

Ozellikler B.subtilis B.flavum B.subtilis B.flavum B.polymxa B.flavum B.subtilis
Enzim Homoserindehidrojenaz Homoserindehidrojenaz Homoserinkinaz Homoserinkinaz Homoserin Homoserin Treoninsentaz

asetiltransferaz asetiltransferaz
Yapisal gen hom hom thrB thrB 7 ? thrC
M.A. ? 250000 ? ? 40000 ? 90000-45000
AltbirimM.A. 47400 46100° 33500 33500 40000 ? 47100
Km(substrati¢i | ? 0.2 (aspartatsemialdehit) ? ? 0.8 (L-homoserin)0.8 | 2.8(L-homoserin),0.0511 0.025 (homoserinfosfat)
n) asetilCoA) (asetilCoA)
pH optimum ? 6 ? ? 7.8 8 ?
Feedback L-Treonin L-Treonin,L-Izol6zin L-Treonin L-Treonin L-Metionin,S-adenozil-L- S-adenozil L- | Bilinmiyor
inhibitorleri metionin Metionin, -L-

metionin

inhibisyon Yarigmali Karigik(Thr), Yarigmali (Tle) | ? ? Yarigmali Yarigmasiz
kinetigi
Ki (feedback | 0.5 mM 0.06mM(Thr),5mM(Ile) 10 mM 10 mM 0.35mM(metionin)2mM(S | 0.25mM(S- Pi(Ki=0.5mM),
inhibitorleri adenozilmetiyoninde)6mM | adenozilmetiyonin)5 SO (Ki=1mM)
igin) (Sadenozilmetiyonin)0.1lm | mM(metionin)

M(metioninde)
Diger Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor Zn* Sistein ~ ve  diger | Bilinmiyor
inhibitorler tiyoller
veya
aktivatorler
Enzim Metionin,treonin,izol6zin Metionin Bilinmiyor Bilinmiyor Metionin Metionin Bilinmiyor

sentezindeki es

gerileticiler

a)Bu ozellik tizerinde heniiz ¢aligilmamustir.

b)BudzelliklerC.glutamicumiginbelirlenmistir.




2.8 Metabolik Yolizi Tepkime Hiz Analizi

2.8.1 Metabolik yolizi analizi

Metabolik akilarin biyoreaktor de ¢ogalma, iirlin ve yan {iriin olusumu stirecindeki
dagilimmin arastirilmasi, bugiine kadar bilinmeyenlerin olusturdugu kara-kutu olan
serin alkali proteaz (SAP) iiretiminde, biyoprosesin gelistirilebilmesi i¢in hiicreigi sirlari
aciklayabilecektir. Bu bilgi verimi ve se¢imliligi etkileyen biyoreaktér isletme
parametreleri arastirilirken ve metabolik miihendisliginin uygulanmasi igin SAP
sentezinde metabolik yolizi lizerinde hiz kisitlayict basamaklarin belirlenmesinde
kullanilabilir. SAP ile ilgili (Calik vd, 1998)'nin yaptig1 ¢alisma literatiirde bir proteaz
enzimiyle veya bir enzimle ve daha genis olarak da proteinle ilgili olarak yapilan ilk
metabolik yolizi miihendisligi (MYM) calismasidir. Bu amagla SAP iiretiminde
B.licheniformis igin Once metabolik yolizi {izerindeki glikoliz ve glikoneogenesis,
niikleik asit iiretim, hiicre sentez, pentoz fosfat yolizi, TCA dongiisii ve gliksolat yolizi,
aspartik asit, glutamik asit, serin, aromatik asit grubu amino asitleri, histidin {iretim

yolizi ve SAP sentez tepkimeleri arastirtlmigtir.

Ikinci asamada metabolik yolizi {izerindeki belirlenen tiim tepkimelerin stokiyometrik
denklemleri dikkate alinarak her bir bilesen i¢in olusturulan kiitle korunum temelli, hiz
denklemlerinden olusan matematik model kurulmustur. MYM analiziyle ¢ok iyi
tanimlanmis kesikli-biyoreaktor isletim kosullarinda SAP iretiminde B.licheniformis
icin hiicrei¢i aki dagilimlari belirlenmis ve bundan yararlanilarak potansiyel metabolik

darbogazlar bulunmustur (Calik vd 2000).
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2.8.2 Metabolik aki analizi

2.8.2.1 Metabolik yolizlerinin tanimlanmasi

Biyoreaktor ortaminda kullanilan karbon kaynaginin B.licheniformis'te biyokimyasal
tepkimeler iizerinden akisini belirlemek i¢in girdilerden baslayarak, metabolik yolizini
olusturan her bir tepkime icin kaynak aragtirmasi yapilarak metabolik yolizi tepkimeleri
belirlenmistir. Her bir tepkime icin tepkime stokiyometrik denklemleri yapilmis ve
metabolik yolizlerindeki metabolitler belirlenmistir. Yolizlerindeki kesisme ve dallanma
noktalarindaki bilesikler dikkate alinarak yolizindeki tepkimelerin sayis1 bazi
tepkimelerin hizlar1 esit kabul edilip tepkimeler toplanarak hiicrei¢i biyokimyasal
tepkime sisteminin boyutu n=147 olarak minimize edilmistir. Mikroorganizma
cogalmasi, mikroorganizmanin yasami, ara iiriinler, iirlin ve yan iiriinlerin olusumu i¢in
verilen tepkime sisteminin metabolik yolizi haritas1 da Sekil 2.15'de verilmistir (Calik

vd 2000).

2.8.2.2 Matematik model

Tepkime agindaki metabolik bilesigin birikim hizi, bilesigi iireten tiim tepkimeler ile
bilesigi tiikketen tepkimelerin cebirsel toplamina esitlenerek metabolik yolizindeki
bilesik sayisina (m=105) esit sayida kiitle korunum temelli stokiyometrik
denklemlerden olusan matematik model kurulmustur. Bu sekilde kurulan denklem
sistemi matris notasyonu ile:

A*r(t)=c(t) (2.5)

vektor diferansiyel denklemiyle tanimlanir. Burada; A, metabolik tepkime sisteminin

mxn stokiyometrik katsayilar matrisi, r(t), n*1 tepkime hiz (ak1) vektorii ve c(t) ise
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metabolik bilesikler i¢in m*1 birikim hiz vektoriidiir.

c(t)=c¢, () + ¢ (1) (2.6)

c1(t) ve co(t) sirasiyla hiicre dis1 ve hiicre i¢i metabolit birikim vektorleridir. Hiicre dis

metabolitlerin birikim ve tiiketim hizi, kalma siiresi derisim degisimi egrilerinden iki
derisim arasindaki egimden bulunmustur. MYM analizinin yapildigi evrede, hiicre

icinde yaklasik yatigkin kosul varsayimi yapilmis ve boylece cp(t)=0 oldugundan,
denklem indirgenmistir (Calik vd 2000).

e(t) = ¢,(t) 2.7)

2.8.2.3 Matematik modelin ¢6ziimii

Lineer bir optimizasyon programiyla amag fonksiyonu Z:
Z= % ajrj (2.8)

i- bilesigi icin ¢ stokiyometrik katsayilari ile rj hizlarimin ¢arpiminin lineer toplam

olarak tanimlanan denklem 2.8, hiicre icinde SAP {iretim hiz1 (R146) ile SAP'in hiicre

disma aktarim hizinin (dCgp p/dt/Cx) farki olarak tanimlanan iki fonksiyonu minimize
edilerek denklem sistemi ¢Ozililmiistiir. Matematik modelin degiskenleri olan tepkime
akilart mmolg'KHst"  olarak tanimlanmustir.Hiicre olusum akist rx(gKHg'lKHst'l);

birim reaktor basina hiicre olusum hizinin Cyx degerine boliinmesiyle ry=m olarak elde

edilir (Calik vd 2000).
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2.9 Enzim Uretimine Amino Asit EtKisi

Calik ve Ozdamar (1999) karbon kaynag: olarak sitrik asit kullanarak SAP iiretim
prosesi i¢in Bacillus licheniformis (DSM 1969)’in kiitle aki dengesi esasina dayanan
stokiyometrik temelli matematik modeli kurmuslardir. Model 147 tepkime igermekte ve
yaklagik yatiskin kosulda oldugu varsayilan 105 metabolit bulunmaktadir. Bacillus
licheniformis 1ile SAP birikim hizimin minimum oldugu varsayilarak modelin
coziimiinden metabolik aki dagilimi elde edilmistir. Ak1 dagilimi haritalari, hiicrelerin
biyoproses stiresince TCA donglislinii tamamladigini, glikoneogenesis yolizi, pentoz
fosfat yolizi ve Anapleorotik tepkimeleri kullandigini, glikoliz yolizinin ise etkin
olmadigint gostermistir. Yolizindeki sapmalar ve biyoproses periyotlarina bagli olan
metabolik tepkimeler sunulmus; sonuglar Hiicreici amino asit akilarinin SAP
fermantasyon prosesinde Oonemli rol oynadigini gostermistir. Park et al. (1995) yari
kesikli isletiminde, amino asit derisiminin kontrolii ile Bacillus brevis’in d-amilaz
liretimini arttirmayt amacglamiglardir. Asparajin ve izoldzinle zenginlestirilmis azot
kaynag1 kullanmak suretiyle amino asit derisimini 5 mM’da kontrol ederek, maksimum
rekombinant protein (d-amilaz) verimi ve spesifik aktiviteyi sirasiyla 5.14 kU/ml ve
0.77 kU/mgkuruhiicre iken 12.01 kU/ml ve 2.64 kU/mgkuruhiicre olarak elde
etmiglerdir. Ortamdaki L-amino asit derisimini kontrol etmek i¢in 2-20 mM derisim
araliginda maya ekstrakti ve polipepton karigimi kullanilmig ve amino asit derigimleri
biotek analiz sistemiyle offline olarak ol¢iilmiistiir. L-amino asit derisimleri belirtilen
aralikta diisiik seviyede (=2 mM) kontrol edildiginde d-amilaz’in aktivitesi kontrolsiiz
kesikli isletimle karsilagtirlldiginda sadece 1.3 kat artmis ve amonyum iyonunun
ortamda biriktigi goriilmiistiir. Amino asit derisimleri yliksek seviyede (=20 mM)
kontrol edildiginde ise diisiik kontrol seviyesine gore hiicre derisiminin arttigi ancak
buna karsilik daha az d&-amilaz retildigi belirlenmistir. Amonyum inhibisyonunu
onlemek ve d-amilaz liretimini arttirmak i¢im biyoproses ortamina 5 mM derisiminde
sistein, glutamik asit, glisin, histidin, asparajin, lizin,metionin ve izol6zin eklenmis;
bunlardan asparajin ve izolozinin aktiviteyi arttirdigi bulunmustur. Bu iki amino asitin
ortama eklenmesiyle enzim iiretimi ve spesifik aktivite sirasiyla 2.9 ve 5.1 kat

arttirilmistir.
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Parulekar er al. (1993) karbon kaynagi olarak glukoz ve/veya nisasta iceren
tanimlanmis ortamlar1 kullanarak kesikli, yari-kesikli ve siirekli isletimlerde Bacillus
subtilis TN106(pAT5)’in ¢ogalmasini ve d-amilaz aktivitesine ve spesifik d-amilaz
aktivitesine etkisi incelenmistir. Buna gore biyoproses ortaminda arginin baslangi¢
derigsimi azaldik¢a hiicre olusumu da azalmakta, arginin baslangi¢ derigiminin
artmasiyla ise glukoz tiiketimi artmaktadir. Ancak biyoproseste d-amilaz iiretimini
artmasiyla birlikte karbon kaynagi olarak nisastayla glukozun yerine @-amilaz
kullanilmast hiicre olusumunu yavaslatmis ve spesifik aktiviteyi arttirmigtir. Bu
calismada incelenen arginin derigimlerinde, en yiiksek yigin d-amilaz aktivitesi ara
derisimde (0.56 g/l) elde edilirken, diisiik arginin derisiminde (0.11 g/I) hiicre
cogalmasinin, yiliksek arginin derisiminde (1.11 g/l) ise spesifik aktivitenin diisiik
oldugu bulunmustur.Sabit besleme hizinda yapilan yar1 kesikli deneylerde diisiik
hacimsel besleme hizinda ve biyoproses ortamina beslenen nisastanin diisiik
derisimlerinde d-amilaz liretiminin arttig1 goriilmistiir. Siirekli isletimde ise prosesin
ilerleyen periyotlarinda rekombinant hiicrenin plasmidini korumasi i¢in ortamda
antibiyotik derisiminin kontrol edilmesi gerekirken, biitiin kesikli ve yar1 kesikli
deneylerde d-amilaz iiretiminin hiicre ¢ogalmasiyla ters orantili oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle yiginin d-amilaz aktivitesini arttirmak i¢in birinci basamakta ise d-amilaz
iretimini  arttirmak emciyle iki basamakta biyoreaktdr isletim stratejisini
uygulamiglardir. Diger taraftan rekombinant mikroorganizma kullanilarak (r-
B.licheniformis) yapilan ¢alismada pH=7.25 ve onun biraz altinda pH=7.10 ile, hafifi
asitik bolgede pH=6.80 den baslayarak yapilan pH kontrolli ve pH kontrolsiiz
isletimlerde en uygun baslangi¢c pH degerinin pH=7.10 oldugu ancak biyoreaktor isletim
sisteminin ise her pH’da kontrolsiiz isletim tiirii olmas1 gerektigi bulunmustur. pHo=7,
7.25, 7.5 kontrolsiiz pH sartlarinda Hiicreigi aki degerleri iki farkli periyotta (0<t<20h-
20<t<43) incelenmis ¢ogalma fazinda glikoliz ve TCA vyolizi akilarinin pHo degeri
arttikca artti1, SAP tiretim fazinda ise pHo=7.5 ve 7 degerlerinde sirasiyla minimum ve
maksimum degerlerine ulastigi bulunmustur. Bunun yaninda TCA, amino asit ve SAP
sentez akisipHo=7.25 degerinde maksimum degerine ulasmistir. Ayrica yine ayni
calismada pH degeri arttik¢a toplam amino asit derisiminin genel olarak azaldigi, kalma

stiresi arttik¢a salinim gosterdigi bulunmustur (Calik vd 2002).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Mikroorganizmalar

Bu arastirmada, United States Department of Agriculture, Northern Regional Research
Center (NRRL), Bacillus Genetic Stock Center (BGSC) ve Deutsche Sammlung Von
Mikroorgaismen Und Zellkulturen GmbH (DSM)’den dondurularak kurutulmus olarak
getirtilen mikroorganizmalar kullanilmistir. Asagida tiir adlar1 ve numaralar1 verilen

mikroorganizmalar -48°C’da derin dondurucuda saklanmistir.

1.DSM 1969 Bacillus licheniformis

2.NRRL B-11380 Bacillus amyloliquefaciens
3.BGSC-1A751 Bacillus subtilis

4.NRRL NRS-732 Bacillus sphaericus

Mikroorganizmalar, % 0.5 pepton, %1.5 soytripton, 0.001 kg/m’ MnSO,.2H,0
bilesimindeki -su iginde hazirlanan ve 121°C ve 1.2 atm’de doygun buharla 20 dk
siireyle sterillenen- V=0.5 ml ¢6zeltide 30°C’da 30 dk ¢alkalanarak canlandirilmis ve
canlandirma ortaminda 30 dk bekleyen hiicreler canlandirma ortamina ilaveten 15 kg/m’
kat1 agar iceren ortamlara steril kosullarda aktarilmistir. Kati agar ortamlar asagidaki

yontemle hazirlanmistir.

1. Yukarida bilesimi verilen ortamlar, homojen hale gelinceye kadar manyetik karistirict
ile karigtirilarak kaynatilmistir.

2. Ortam berrak hale geldiginde, daha 6nceden hazirlanmis mikrobiyolojik hava filtreli
tiiplerin her birine 6 ml konulmus ve sterillenmistir.

Tipler sterilizasyon igsleminden sonra egilerek, agarin donmasi beklenmistir; egik agar

tiipleri 4°C’da korunmuglardir.

Yukaridaki gibi hazirlanan kati ortamlara mikroorganizma 6ze ile steril kosullarda
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aktarildiktan sonra 30°C’da 18 saat inkiibatorle ¢ogaltilmistir. Mikroorganizmalarin
yaslanmalarmi ve zamanla aktivitelerini kaybetmelerini 6nlemek icin kati ortamda

cogaltilmig aktif mikroorganizmalar mikrobanka aktarilarak -20°C’da saklanmusgtir.

3.2 Rekombinant Bacillus Tiirleri ile SAP Uretimi

3.2.1 Mikrobank (mikroorganizma saklama sistemi)

1.8 cm® hacimli 25 adet kimyasal reaksiyondan gecirilmis mikroorganizmalari tutucu
ozellikte porlu yapiya sahip seramik boncuk ve mikroorganizmalarin kolayca homojen
olarak boncuklara yapigsmasini saglayan Cryoprezervatif sivi igeren siselere (PRO-
LAB,MicrobankTS) kat1 ortamda ¢ogaltilmig aktif mikroorganizma aktarilmis, bir siire
calkalandiktan sonra sisedeki gliserol atilmis, mikroorganizmalarin godzenekli

boncuklara adsorpsiyonu saglanmistir. Siseler 20°C’da saklanmigtir.

3.2.2 Kat1 cogalma ortam

Rekombinant Bacillus tiirleri ile yapilan SAP {iretim deneylerinde kullanilan kati
cogalma ortaminin bilesimi ¢izelge 3.1°de verilmistir (Calik 1998). Bilesimi c¢izelge
3.1.’de verilen kati ¢ogalma ortamindaki azokazein diger bilesenlerden ayri olarak
sterillenmigtir. Sterilizasyon isleminden sonra, rekombinant Bacillus tiirleri igin
mikroorganizmalarin tasidiklar1 plasmidleri koruyabilmeleri igin ortama 7 mg/cm’
kloramfenikol eklenmis; 30 c¢cm’ ortam petri kabina bosaltilmistir. Petrideki ortam
donduktan sonra mikrobanktan alinan boncuk ile steril kosullarda mikroorganizma
aktarilmis 30°C’da 44 st inkiibatorde ¢ogaltilmistir. Hiicreler ¢ogaldiktan sonra 4°C’da

saklanmistir.
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3.2.3 On s1v1 ¢ogalma ortam

Mikroorganizma ¢ogalmasi ve enzim iiretiminde kullanilan 6n s1vi ortamin bilesimi
cizelge 3.2°de verilmistir (Calik 1998). On sivi ortam 7 rng/crn3 kloramfenikol
icermektedir. Kati ortamda gogalmalarim tamamlayan hiicreler, VR=150 c¢m® hacimli
mikrobiyolojik hava filtreli kesikli biyoreaktér de bulunan bilesimi ¢izelge 3.2°de
verilen V=30 c¢m’ hacimli 6n sivi ortama oze ile steril kosullarda aktarilmig ve 37°C,
karistirma hizi N=200 dk” olan orbital  karismali inkiibatorde (Gallenkamp)
cogaltilmislardir.

Cizelge 3.1. Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in kat1 cogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m’
MnS04.2H,0 10.10”

Agar 30

Pepton 5

Azokazein 4

Cizelge 3.2.Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in 6n s1vi ¢ogalma ortami

Bilesen Derisim, kg/m3
Soyton 15.0

Pepton 5

CaCl, 0.1

Na,HPOg4 0.25
MnS0O4.2H,0 0.001
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3.2.4 Uretim ortami

On s1v1 gogalma ortaminda periyodunu tamamlayan mikroorganizmalar 1:10 asilama

oran1 kullanilarak, 0.04 M NaH,PO4-Na,HPO, tampon c¢ozeltisinde hazirlanan ve
7mg/cm3 kloramfenikol iceren {iretim ortamlarina aktarilmigtir. Bilesenleri ve
bilesimleri Calik (1998) tarafindan belirlenmis olan referans ortam ¢izelge 3.3.’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Rekombinant Bacillus tiirleri i¢in referans {liretim ortami

Bilesen Derisim, kg/m’
Glukoz 8.0

(NH4)PO4 4.714

KH,PO4 2.0

CaCl, 0.2

3.2.5 Analitik yontemler

SAP diiretim prosesi siiresince once mikroorganizma ¢ogalmis daha sonra da enzim
tiretmistir. Laboratuar dlgekli biyoreaktorlerde gerceklestirilen biyoproses siiresince
farkli kalma siirelerinde alinan 6rneklerin 6nce mikroorganizma derisimleri Ol¢tilmiis,
daha sonra biyoreaktdr iiretim ortamu 10 dk siireyle 11500 dk™' de ultrasantrifiij cihazi
(Sorvall RC28Y) ile santrifiijlenerek hiicreler ayrilmistir. Hiicre dis1 analizlerin yapildig:
bu ortamlardan mikroorganizmalar uzaklastirilip sivi faz 0.45 mm gozenekli filtreden
stiziildiikten sonra SAP enziminin aktivitesi — {iretim ortamindan alinan ornekler
kullanilarak- ve derisimi, sivi ortamdaki amino asit ve organik asitlerin hiicre disi

derisimleri belirlenmistir.
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3.2.5.1 Mikroorganizma derisimi

Mikroorganizma derisimi turbidimetrik olarak UV-spektrofotometrede (UV 160 A

Schimadzu) absorbans Olgiimiiyle  belirlenmistir.  Referans  ¢ozelti  olarak
mikroorganizma igermeyen enzim iiretim ortami kullanilmistir. Belli derisimde hiicre
iceren ortam i¢in 200-800 nm arasinda yapilan dalgaboyu taramasi sonucu en uygun

dalgaboyu olarak  nm’de hazirlanan kalibrasyon dogrusu kullanilmistir (Ek 1).

3.2.5.2 Serin alkali proteaz enziminin aktivitesi

Uretilen SAP enziminin aktivitesi, kazeinin enzimatik hidrolizi sonucunda a¢13a ¢ikan
hidrolizatlarin absorbansinin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesiyle belirlenmistir.
Enzimatik aktivite “U/cm” olarak tanimlanmustir. 1U (= 1 unite) birim zamanda aciga
cikan 4nmol tirozin miktar1 olarak tanimlanmistir (Calik 1998, Calik vd 1998). Enzim
aktivitesini belirlemek amaciyla, borat tamponunda (pH=10) hazirlanmis %0.5
derisimdeki kazein kullanilmigtir. Mikroorganizmasindan ayrilmig enzim igeren sivi
biyoreaktdr tiretim ortamu, bu ¢dzeltinin 2 cm?*ii ile 1 cm® borat tamponunda

seyreltilerek, 37°C sicaklikta, 105 dk™' karistirma hiziyla 20 dk tepkimeye sokulmustur.
Tepkime 2 cm® %10 (a/h) triklorik asit (TCA) eklenmesiyle durdurulmustur. Cozelti 15
dk tuz-buz banyosunda bekletildikten sonra 4°C’da, 11500g’de, 10 dk siireyle
ultrasantrifiij cihazi ile santrifiijlenmis ve tstte kalan sivinin absorbanst A=275 nm dalga
boyunda UV-spektrofotometrede dlgiilmiis; Calik (1998) tarafindan SAP aktivitesinin
hesaplanabilmesi icin hazirlanan absorbans-aktivite kalibrasyon egrisi ile enzim
aktivitesi hesaplanmistir (Ek 2). Enzim aktivitesinin birimi “Ulem”™  olarak

tanimlanmistir.
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3.2.5.3 DNS yontemi ile glukoz tayini

Mikroorganizmanin tiiketmedigi indirgenmis sekerler —glukoz, fruktoz- tayini DNS
(dinitrosalisilikasit) yontemi ile yapilmistir (Miller 1959) Bunun igin 6nce cesitli
derisimlerde glukoz igeren ortamlar kullanilarak indirgenmis seker kalibrasyon egrileri
hazirlanmistir.  Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda ve Orneklerin analizinde
kullanilan yontem asagida verilmistir.

1. Sivi ortam ig¢inde hazirlanan farkli derisimlerdeki glukoz ve fruktoz igeren
ortamlardan 1 cm® alinarak iizerine 3 cm® DNS ¢ozeltisi eklenmistir.

2. Karisim 5 dk kaynayan su banyosunda tutulduktan sonra 5 dk tuz-buz banyosunda
bekletilmistir.

3. Bu islemlerden sonra UV-spektrofotometre sifir ayari indirgenmis seker icermeyen
ve ayn1 basamaklardan gegen ¢ozelti ile yapilmis; ¢ozeltilerin absorbanslari en uygun
dalga boyu olarak segilen 550 nm’de ol¢iilmiistiir. Olusturulan kalibrasyon egrisi Ek

3’de, DNS ¢ozeltisi hazirlama yontemi ise Ek 4’de verilmistir.

3.2.5.4 Amino asitlerin analizi

SAP enzimi {iretiminde fermantasyon ortamina mikroorganizma tarafindan salgilanan
amino asitlerin belirlenmesi i¢in ters faz yontemi ile ayirma yapan yiiksek basing sivi
kromotagrafi temelli Amino Asit Analiz Sistemi (Waters, AAAS) kullanilmistir. Amino
asit analizi i¢in kolon dncesi tiirevlendirme gerektiren PICOTAG yéntemi kullanilmistir
(Cohen 1983). Waters tarafindan gelistirilmis ve 32 amino asitten olusan karisimin
analizine yonelik olan “Picofree Gradient Yontemi” ile amino asit analizleri
gerceklestirilmistir.  Bu  yoOntemde serbest amino asitler birinci basamakta
fenilizotiyosiyanat (PITC) ile tepkimeye sokularak feniltiyokarbomil amino asit (PTC-
AA) tiirevleri elde edilmistir. ikinci basamakta elde edilen amino asit tiirevleri
AAAS’ne enjekte edilmistir. Elde edilen kromatogramlardan amino asit derisimleri,
derisimi bilinen amino asit standartlariyla elde edilen alanlar yardimi ile bulunustur (Ek

5). Amino asitlerin analizlenmesi i¢in belirlenen analiz kosullar1 asagida verilmistir.
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Kolon : Amino asit analiz kolonu (Nova-Pak C18, Milipore)

Kolon boyutu : 3.9 mmx30 cm

Sistem : Ters faz s1v1 kromotografi
Hareketli faz akis uizi  : 1 cm’/dk

Kolon sicakhigi :38°C

Dedektor : UV/VIS (Hg lambasi)
Dalga boyu : 254 nm

Duyarlilik : 0.05 AUFS

Enjeksiyon hacmi 24 pl

Analiz siiresi : 20 dk

3.3 Metabolik Aki Analizi icin Optimizasyon Programi

B.licheniformis i¢in Cizelge 2.2°de verilen 143 denklemden olusan, metabolik bilesikler

toplam1 105 olan biokimyasal tepkime sistemi i¢in kurulan matematik model:

A*r(t)=c(t) 3.1)

vektor diferansiyel denklem seklinde tanimlanarak amag fonksiyon Z:

7= air; (3.2)

Burada o; , hizlarin (r;) stokiyometrik katsayilardir. Denklem-3.1’nin ¢oziimii GAMS
2.25 (General Algebraic Modelling System, GAMS Development Corp., Washington
DC) paket programiyla yapilmistir. Ri (mmol g' KH st') hizlarmm lineer
kombinasyonu olarak tanimlanmustir. Hiicre olusum akisi rx (g KH.g'KHst") birim
reaktdr hacimi bagina hiicre olusum hizinin Cy’e boliinmesiyle r,=p olarak elde edilir.
Denklem sisteminin ¢ozlimsiizliigii (singularity) bazi tepkimelerin birlestirilmesi veya

cikarilmasiyla yok edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

“Aspartik asit grubu amino asitlerin serin alkali proteaz (SAP) liretimine etkisinin
arastirtlmas1” konulu bu yiiksek lisans arastirmasinda, pHV1431::subC tasiyan r-
B.licheniformis, r-B.subtilis, r-B.amyloliquafaciens ve r-B.sphaericus ile SAP enziminin
hiicreigi liretimini kontrol eden aspartik asit grubu amino asitler, aspartik asit (Asp),
asparajin (Asn), lizin (Lys), izolozin (Ile), treonin (Thr) ve metioninin (Met) SAP
verim ve se¢imliligine etkileri, mikrobiyolojik hava-filtreli laboratuar 6l¢ekli kesikli
biyoreaktorlerde, V=33 cm’, T=37°C, N=200 dk isletme kosullarinda arastirilmistir.
Bu amagla r-B.licheniformis ile karbon ve azot kaynagi iceren liretim ortamlarina ii¢
farkli ekleme am t.=0 st, t.=18 st ve t-=24st’ta bir-kez; Cax=0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 mM
derisimlerde, tek amino asit Asp, Asn, Lys, Ile, Thr ve daha diisiik derisimlerde
Cwme=0.004, 0.04, 0.4, 0.6, 1.5 mM Met eklenerek deneyler gerceklestirilmis, sonuglar

amino asit eklenmeyen referans ortamla kiyaslanmustir.

R-B. subtilis ile karbon ve azot kaynagi i¢eren iiretim ortamlarina t.=0 st ekleme aninda
Caa=0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerde tek amino asit Asp, Asn, Lys, Ile, Thr ve
daha diisikk derisimlerde Cye=0.004, 0.04, 0.4, mM Met eklenerek deneyler

gergeklestirilmis ve yine sonuglar amino asit igermeyen referans ortamla kiyaslanmustir.

R-B.amyloliquafaciens ve r-B.sphaericus ile de yine ayni kosullarda iiretim ortamlarina
te=0 st ekleme aninda Caa=2.5 mM amino asit derisiminde (tek derisimde) aspartik
asit grubu amino asitler (Asp, Asn, Lys, Ile, Thr) eklenmis, sonug¢lar amino asit

icermeyen referans ortamla kiyaslanmistir.

Son olarak hem sonuglarin tekrarlanabilirligini gostermek hem de r-B.licheniformis
tarafindan iretilen SAP  enziminin verim ve secimliligine, {irlin ve yan-iirlin
dagilimlarina etkisini gostermek amaciyla, biyoproses siiresince degisik kalma stireleri
icin metabolik aki analizi yapilarak hiicrei¢i tepkime hizlarindaki degisimler

incelenmistir.
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4.1 R-Bacillus licheniformis ile SAP Uretimine Aspartik Asit Grubu Amino
Asitlerin Etkisi

4.1.1 Aspartik asit etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden aspartik asitin r-B. licheniformis ile SAP {iretimine
etkisini arastirmak amaciyla, ti¢ farkli ekleme zamani t=0 st, t-=18 st, ve t=24 st’ta
retim ortamlarina, Ca,p=0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerde Asp eklenerek yapilan
deneylerde t=65 st proses siiresince mikroorganizma derigiminin kalma siiresiyle
degisimi sekil 4.1 a, b, c’de, SAP aktivitesinin degisimi ise sekil 4.2 (a, b, c)’de

verilmigtir.

R-B. licheniformis ile incelenen Asp derisimlerinde mikroorganizma derisimi kalma
stiresiyle artmig, maksimum hiicre derisimine t=65 st ‘ta ulagilmistir. En yliksek hiicre
derisimi t=18 st’ta ortama eklenen ve Cayp,=10 mM derisiminde Asp igeren proseste
gozlenmistir. Proses siiresince hiicrelerde topaklanma gozlendiginden egrilerde sapma

belirlenmistir.

Sekil 4.2 a, b, c’de ise Asp’in SAP aktivitesine etkisi goriilmektedir. Proses siiresince,
t=18 ve te=24 st Asp eklenen proseslerde aktivite fazla degismemekle birlikte, t.=0 st’ta
eklenen proseste Cayp=7.5 mM olan ortamin aktivitesinin, amino asit eklenmeyen

referans ortam aktivitesinden 1.35 kat fazla oldugu gozlenmistir.

4.1.2 Asparajin etkisi

R-B.licheniformis ile SAP iiretimine aspartik asit grubu amino asitlerden Asn etkisini
gostermek amaciyla, tiretim ortamina ti¢ farkli ekleme zamani t.=0 st, t.=18 st ve t.=24
st’ta Casn=0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerde Asn eklenmis, proses siiresince (t=65
st) Asn derisiminin kalma siiresiyle degisiminin mikroorganizma derisimine ve SAP

aktivitesine etkisi sirastyla sekil 4.3 a, b, ¢ ve sekil 4.4 a, b, ¢c’de verilmistir.
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Sekil 4.1 a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
aspartik asit derisiminin etkisi. V=33 cm3, N=200 dk'l, Casp(mM): t=0 st:
(+) ref, (#)2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15,
b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
aspartik asit derigiminin etkisi. V=33 cm’ , N=200 dk'], Casp(mM): t=18 st:
(+) ref, () 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>x) 15,
c. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma stiresi ile degisimine
aspartik asit derigiminin etkisi. V=33 Cm3, N=200 dk'l, Casp(mM): t.=24 st:
(+) ref, (¢#) 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15,
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Sekil 4.2. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degigimine
aspartik asit derisiminin etkisi. V=33 cm3, N=200 dk"l, Casp(mM): t=0 st:
(+) ref, (¢) 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15,
b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
aspartik asit derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cas,(mM): t=18 st:
(+) ref, (#)2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (><) 15,
c. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma stiresi ile degisimine
aspartik asit derisiminin etkisi. V=33 cm3, N=200 dk'l, Casp(mM): t=24 st:
(+) ref, (#)2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>k) 15
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Asn’in SAP aktivitesine etkisinin incelendigi deneyde en uygun ekleme zamanlarinin
baslangi¢ ani t.=0 ile SAP iiretiminin basladig1 t.=18 st oldugu belirlenmistir. t.=24 st’ta
olumlu sonu¢ alinamadigi i¢in sonraki deneylerde sadece t=0 st ve t.=18 st’larda

ekleme yapilmasi kararlagtirilmistir.

Sekil 4.3. a, b, ¢’de verildigi gibi Asn eklenen iiretim ortamlarinda mikroorganizma
derisimi kalma siiresiyle birlikte artmis, t=43 st’ta azalma gdstermis, t=65 st’ta tekrar
artma gozlenmekle birlikte cok fazla bir degisim olmamistir. Maksimum hiicre

derigsimine te=0 st’ta 5.0 mM Asn eklenen proseste ulagilmstir.

Sekil 4.4. a, b, c’de Asn’in SAP aktivitesine etkisi goriilmektedir. Proses siiresince t.=0
ve t=18 st’ta referans ortamda clde edilenin iizerinde aktivite elde edilmistir. R-
B.licheniformis icin incelenen Asn derisimlerinde SAP aktivitesi t=18 st’tan sonra
artmaya baslamis ve t=65 st’a kadar devam etmistir. Maksimum aktiviteye t=65 st’ta
te=18 st’ta eklenen Cas,=5.0 mM Asn igeren proseste A=928 U/em® olarak ulasilmus;
referansa kiyasla aktivitede 1.38 kat artis elde edilmistir. Proses siiresince tiim ekleme
anlarinda Cas,=15 mM olan derisimlerde aktivitede artis gézlenmemis, iiretim inhibe

olmustur.

4.1.3 Treonin etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Thr’nin SAP aktivitesi tizerine etkisini arastirmak
amaciyla, t.=0 st ve t=18 st ekleme zamanlarinda {iretim ortamina Ct,~0, 2.5, 5.0, 7.5,
10, 15 mM derisimlerinde eklenerek proses siiresince (t=65 st) incelenen Thr
derigiminin mikroorganizma derisimine etkisi sekil 4.5 a, b ve SAP aktivitesine etkisi

sekil 4.6 a, b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3. a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cms, N=200 dk'l, Casn(mM): t.=0 st: (+) ref,
(4)2.5, (w)5.0,(A)7.5,(x)10, (k) 15,
b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma stiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cag(mM): t.=18 st: (+)
ref, () 2.5,(m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>¢) 15,
c. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk', Cag(mM): t=24 st: (+)
ref, (¢) 2.5,(m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15
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Sekil 4.4. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma stiresi ile degisimine

asparajin derisiminin etkisi. V=33 cms, N=200 dk'l, Casn(mM): t=0 st: (+)
ref, (¢) 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cen(mM): t=18 st: (+)
ref, () 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>k) 15,

c. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cag(mM): t=24 st: (+)
ref, (¢) 2.5(m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15
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R-B.licheniformis  derisiminin  kalma  siiresiyle  degisimi  incelendiginde
mikroorganizmanin yaklasik t= 22 st’ta iistel ¢ogalma fazim1 tamamlayip durgunluk
fazina gectigi, maksimum hiicre derisimine referans ortam derisiminde ulasildigi

gozlenmistir.

Sekil 4.6. a, b’da goriildiigii gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma siiresiyle
birlikte artmis; maksimum aktiviteye t=65 st’ta, t-=18 st’ta eklenen Cy,=7.5 mM
derisiminde ulasilmis, bu degerin referans ortamin aktivite degerinden 1.32 kat fazla

oldugu gozlenmistir.

1,2 1,2

Cx, g/l
cx, gll

80 80
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Sekil 4.5. a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
treonin derisiminin etkisi. V=33 cm’ , N=200 dk'l, Cr(mM): t=0 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
treonin derisiminin etkisi. V=33 Cm3, N=200 dk'l, Cr(mM): t=18 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15
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Sekil 4.6. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
treonin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Crp(mM): t.=0 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
treonin derisiminin etkisi. V=33 Cm3, N=200 dk'l, Cr(mM): t=18 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A) 7.5, (x)10, (k) 15

4.1.4 izolozin etkisi

R-B.licheniformis ile SAP iiretimine Ile’nin etkisini aragtirmak amaciyla t.=0 st, t.=18 st
ekleme anlarinda ortama Cy=0, 2.5, 5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerinde Ile eklenerek,

proses stiresince (t=65 st) Ile derisiminin mikroorganizma derisiminin kalma siiresiyle
degisimine etkisi sekil 4.7 (a, b), SAP aktivitesine etkisi ise sekil 4.8 (a, b)’de

verilmigtir.

Mikroorganizma derisiminin kalma siiresiyle degisimi incelendiginde Ile eklenen iiretim
ortamlarinda mikroorganizmalarin yaklasik t=18 st’ta iistel cogalma fazin1 tamamlayip
durgunluk fazina gectigi belirlenmis, ancak hiicrelerde topaklanma oldugundan
egrilerde sapmalar gézlenmistir. Maksimum hiicre derigimine t=18 st’ta ortama eklenen

Cre=10 mM eklenen proseste ulasilmistir.
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Sekil 4.7 a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
izoldzin derisiminin etkisi. V=33 cm®, N=200 dk™', Cyi(mM): t=0 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
izol6zin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cye(mM): t=18 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15
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Sekil 4.8. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
izol6zin derisiminin etkisi. V=33 c¢m’, N=200 dk™', Cpe(mM): t.=0 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
izolozin derisiminin etkisi. V=33 cm’ , N=200 dk'l, Cre(mM): t=18 st: (+)
ref, (¢) 2.5,(m) 5.0, (A) 7.5, (x) 10, (>k) 15
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Sekil 4.8 a, b’de goriildiigii gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma siiresiyle
birlikte artmig, maksimum aktiviteye t=74 st’ta t.=18 st’ta ortama eklenen Cy=15 mM
derisiminde 1053 U/em® olarak ulasilmis, bu degerin ayni saatte Olgiilen referans

ortamin aktivitesinden 1.25 kat fazla oldugu gézlenmistir.

4.1.5 Lizin etKkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Lys’nin SAP aktivitesi {izerine etkisini arastirmak
amactyla, t.=0 st ve t.=18 st ekleme zamanlarinda iiretim ortamina Cy =0, 2.5, 5.0, 7.5,
10, 15 mM derisimlerinde Lys eklenerek proses siiresince (t=70 st) incelenen Lys
derigiminin mikroorganizma degisimine etkisi sekil 4.9 (a, b)’de ve SAP aktivitesine

etkisi sekil 4.10 (a, b)’de verilmistir.

R-B.licheniformis  derisiminin  kalma  siiresiyle = degisimi  incelendiginde
mikroorganizmalarin yaklasik t=22 st’ta {istel ¢ogalma fazin1 tamamlayip, durgunluk
fazina gectigi belirlenmis, maksimum hiicre derisimine ise t=43 st’ta t.=0 st’ta ortama

eklenen Cpy=7.5 mM derisiminde ulasilmustir.

Sekil 4.10 a, b’da goriildiigii gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma siiresiyle
birlikte artmig, t=65 st’ta maksimum seviyeye ulagmistir. Maksimum aktiviteye t=65
st’ta t=0 aninda Cpy=2.5 mM derisimininin eklendigi ortamda ulasilmis, bu aktivite

degerinin referans ortamin aktivite degerinden 1.12 kat fazla oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.9. a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
lizin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', C1,((mM): t.=0 st: (+) ref, (#)
2.5, (m)5.0, (A) 7.5, (x) 10, (k) 15,
b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
lizin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™, Crys(mM): t=18 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A) 7.5, (x)10, (k) 15
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Sekil 4.10. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
lizin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cr,(mM): t.=0 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A)7.5,(x) 10, (k) 15,

b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
lizin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™, Crys(mM): t=18 st: (+) ref,
(#)2.5,(m)5.0,(A) 7.5, (x)10, (k) 15
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4.1.6 Metionin etkisi

R-B.licheniformis ile SAP {iretimine aspartik asit grubu amino asitlerden biri olan
metioninin etkisi baslangicta iiretim ortamina Cy=0, 0.004, 0.04, 0.08, 0.6, 1.5, 2.5,
5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerinde Met eklenerek incelenmis, proses siiresince (t=65 st)
mikroorganizma derigiminin kalma siiresiyle degisimi sekil 4.11°de, SAP aktivitesinin
degisimi ise sekil 4.12 ’de verilmistir. Yiiksek derisimlerde Met’nin SAP iiretimini
inhibe ettigi bilindigi i¢in daha diisiik derisimlerdeki Met’nin SAP aktivitesi {izerine

etkisi arastirilmistir.

Sekil 4.11°de gosterildigi gibi biyoproses ortaminda Met derisiminin azalmasiyla
mikroorganizma derigsimlerinde artis goriilmektedir. Prosesin {listel ¢ogalma fazinda
mikroorganizma derisimleri t=22 st’a kadar hizla ¢cogalmis, t=22 st’tan sonra durgunluk

fazina ulagmustir.

Sekil 4.12°de ise Met’nin SAP aktivitesine etkisi verilmistir. Biyodoniigsiim ortamlarinda
Met derisimi arttikca aktivitede azalma goriilmektedir. Proses siiresince Met iceren
proseslerde Met’nin SAP iiretimini inhibe ettigi, en fazla inhibisyonun Cyt =0.6 mM

Met iceren proseste gerceklestigi gézlenmistir.
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Sekil 4.11. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
metionin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk’', Cye(mM): t=0 st: (+) ref, (0)
0.004, (m) 0.04, (A) 0.08, (x) 1.5, (>x) 2.5 (A) 5.0, (-) 7.5, (") 10, 15, ()
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Sekil 4.12. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
metionin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk’', Cye(mM): t=0 st: (+) ref, (0)
0.004, (m) 0.04, (A) 0.08, (x) 1.5, (>k) 2.5 (A) 5.0, (-) 7.5, (") 10, 15 (D)
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4.2 R-B. subtilis ile SAP Uretimine Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Etkisi

4.2.1 Aspartik asit etkisi

pHV1431::subC tastyan r-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesi iizerine aspartik asit grubu
amino asitlerden Asp’in etkisini aragtirmak amaciyla, t-=0 aninda iiretim ortamina
Casyp=0, 2.5, 5.0, 7.5 mM derisimlerinde eklenerek, Asp derisiminin mikroorganizma

derisimine etkisi sekil 4.13 ve SAP aktivitesine etkisi sekil 4.14’de gdsterilmistir.

R-B.subtilis derigiminin kalma siiresiyle degisimi incelendiginde mikroorganizmanin
yaklasik t=43 st’ta iistel cogalma fazina ulastig1, maksimum hiicre derisimine Cas,=5.0

mM derisiminde ulasildig1 gozlenmistir.

Sekil 4.14.’de goriildiigli gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma siiresiyle birlikte
artmis, maksimum aktivite degerine t=65 st’ta Casp=5.0 mM oldugu derisimde
ulagilmig, bu aktivite degerinin amino asit eklenmeyen referans ortam aktivite

degerinden 1.25 kat fazla oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.13. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine aspartik
asit derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cagp(mM): t.=0 st (+) ref, (¢) 2.5; (m)
5.0;(A)7.5
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Sekil 4.14. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine aspartik
asit derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cag,(mM): t.=0 st (+) ref, (¢) 2.5; (m)
5.0;(A)7.5
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4.2.2 Asparajin etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Asn’nin SAP aktivitesi lizerine etkisini aragtirmak
amactyla, t-=0 aninda {iretim ortamina Cas=0, 2.5, 5.0, 7.5 mM derisimlerinde
eklenerek proses siiresince (t=65 st) incelenen Asn derisiminin mikroorganizma

derigimine etkisi sekil 4.15 ve SAP aktivitesine etkisi sekil 4.16’da gdsterilmistir.

pHV1431::subC tastyyan r-B.subtilis  derisiminin  kalma  siiresiyle  degisimi
incelendiginde mikroorganizmanin yaklasik t=43 st’tan itibaren lstel ¢ogalma fazina
ulasip durgunluk fazina gectigi gdzlenmistir. Maksimum hiicre derisimine Cas,=5.0 mM

oldugu ortamda ulasilmistir.

Sekil 4.16°da gortildiigii gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma stiresiyle birlikte
artmig, maksimum aktiviteye t=65 st’ta Casy=5.0 mM derisiminde ulasilmis, bu aktivite

degerinin referans ortamin aktivite degerinden 1.28 kat fazla oldugu gézlenmistir.

4.2.3 Treonin etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Thr’nin pHV1431.:5ubC tastyan r-B.subtilis’te
SAP iiretimine etkisini arastirmak amaciyla, t=0 aninda tiretim ortamina Cry,=0, 2.5,
5.0, 7.5, 10 mM derisimlerinde Thr eklenerek yapilan deneylerde hiicre derisiminin
proses siiresince degisimi sekil 4.17, SAP aktivitesinin degisimi ise sekil 4.18’de

verilmigtir.

R-B. subtilis ile incelenen Thr derisimlerinde mikroorganizma derigimi kalma siiresiyle
artmis, t=18 st’ta listel ¢ogalma fazina ulasmistir. Maksimum hiicre derisimine Cyn,=2.5

mM eklenen proseste ulasilmistir.

Sekil 4.18’de ise Thr’nin SAP aktivitesine etkisi goriilmektedir. Proses siiresince

aktivite t=18 st’tan itibaren artmis, maksimum aktiviteye t=65 st’ta C,~=7.5 mM
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Sekil 4.15. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Casa(mM): t=0 st (+) ref, (#) 2.5;
(m)5.0;(A)7.5
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Sekil 4.16. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
asparajin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Casa(mM): t=0 st (+) ref, (4) 2.5;
(m)5.0;(A)7.5
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Sekil 4.17. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine treonin
derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk”', Crn(mM): t=0 st (+) ref, (#) 2.5; (m) 5.0;
(A)7.5,(x) 10
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Sekil 4.18. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine treonin
derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk”', Crp (mM): t=0 st (+) ref, (#) 2.5; (m) 5.0;
(A)7.5,(x) 10
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derisiminde Thr eklenen proseste ulagilmis, elde edilen bu aktivite degerinin amino asit
eklenmeyen referans ortamin aktivite degerinden yaklasik 1.30 kat fazla oldugu
gozlenmistir. Thr eklenen tiim proseslerde SAP aktivitesinin Thr eklenmeyen referans

ortamin aktivite degerinden fazla oldugu belirlenmistir.

4.2.4 izolozin etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Ile’nin r-B. subtilis ile SAP iiretimine etkisini
arastirmak amaciyla t=0 aninda iiretim ortamina Cp=5.0, 7.5, 10, 15 mM derisimlerde
Ile eklenerek yapilan deneylerde proses siiresince (t=65 st) mikroorganizma derigiminin
kalma siiresiyle degisimi sekil 4.19°da, SAP aktivitesinin degisimi ise sekil 4.20°de

verilmistir.

Sekil 4.19°da gosterildigi gibi biyoproses ortaminda r-B. subtilis ile hiicre derisiminin
kalma siiresiyle degisimi incelendiginde mikroorganizmanin yaklagik t=18 st’tan
itibaren istel ¢ogalma fazmma ulasip durgunluk fazina gectigi, maksimum hiicre

derisimine ise Cye=7.5 mM olan ortamda ulasildig1 goézlenmistir.

Sekil 4.20°de oldugu gibi proses siiresince SAP aktivitesi kalma siiresiyle t=22 st’tan
itibaren artmaya baslamis, ancak Ile eklenen biitiin biyoproses ortamlarinda aktivitenin
hi¢ Ile eklenmeyen referans ortam aktivitesinden diisiik oldugu, SAP iiretimini inhibe

ettigi gézlenmistir.

4.2.5 Lizin etKkisi

R-B.subtilis ile SAP liretimine Lys’nin etkisini arastirmak amaciyla t.=0 ekleme aninda
biyodoniisiim ortamina Cpy= 0, 2.5, 5.0, 7.5 mM derisimlerde Lys eklenmis, proses
siiresince (t=65) Lys derisiminin mikroorganizma derisiminin kalma siiresiyle

degisimine etkisi sekil 4.21, SAP aktivitesine etkisi ise sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.19. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine izol6zin
derisiminin etkisi. V=33 c¢m’, N=200 dk', Cye(mM): t=0 st (+) ref, (#) 5.0; (m) 7.5;
(A) 10, (X) 15, () 20
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Sekil 4.20. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine izol6zin
derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cye(mM): t=0 st (+) ref, (¢) 5.0; (m) 7.5;
(A) 10, (%) 15, ()20
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Mikroorganizma derisiminin kalma siiresiyle degisimi incelendiginde Lys eklenen
iiretim ortamlarinda mikroorganizmalarin yaklagik t=18 st’ta iistel ¢ogalma fazim
tamamlayip durgunluk fazina gegtigi belirlenmis, maksimum hiicre derisimine Cyy=5

mM eklenen proseste ulasildigi belirlenmistir.

Sekil 4.22°de goriildiigi gibi SAP aktivitesi t=18 st’tan itibaren kalma siiresiyle birlikte
artmis, maksimum aktiviteye t=65 st’ta Cry=2.5 mM ulasilmis, bu degerin amino asit

eklenmeyen referans ortamin aktivite degerinden 1.67 kat fazla oldugu gézlenmistir.

4.2.6 Metionin etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerden Met’nin r-B. subtilis ile SAP {iretimine etkisini
arastirmak amaciyla t.=0 aninda iiretim ortamina Cy=0.004, 0.04, 0.6, 1.5, 2.5 mM
derisimlerinde Met eklenerek yapilan deneylerde proses sliresince (t=65 st)
mikroorganizma derigiminin kalma siiresiyle degisimi sekil 4.23’de, SAP aktivitesinin

degisimi ise sekil 4.24°de verilmistir.

r-B. subtilis ile incelenen Met derisimlerinde mikroorganizma derisimi kalma siiresiyle
artmis, t=18 st’ta listel cogalma fazina ulagmistir. Maksimum hiicre derisimine Cy=0.6
mM eklenen proseste ulagilmig, ancak hiicreler durgunluk fazinda topaklanma
olusturdugundan derisimlerde diisme olusmus gibi gozilkmektedir. Sekil 4.24’°de
goriildigi gibi Met’nin SAP aktivitesine etkisi incelenmis, proses siiresince aktivite
t=18 st’tan itibaren artmig; maksimum aktiviteye t=65 st’ta Cye=0.004 mM Met
eklenen proseste ulagilmis, bu aktivite degerinin amino asit eklenmeyen referans

ortamin aktivite degerinden 1.41 kat fazla oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.21. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine lizin
derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cp,((mM): t=0 st (+) ref, (¢) 2.5, (m) 5.0,
(A)7.5
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Sekil 4.22. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine lizin
derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cpys(mM): t.=0 st (+) ref, () 2.5, (m) 5.0, 7.5
(A)
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Sekil 4.23. R-Bacillus subtilis ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
metionin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™, Cpe(mM): =0 st (+) ref, (#) 0.004,
(m) 0.04, (A) 0.08, (X) 0.6, (k) 1.5, () 2.5.
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Sekil 4.24. R-Bacillus subtilis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
metionin derisiminin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™, Cpe(mM): =0 st (+) ref, (#) 0.004,
(m) 0.04, (A) 0.08, (X) 0.6, (k) 1.5, () 2.5.
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4.3 R-Bacillus sphaericus ve R-Bacillus amyloliquefaciens ile SAP Uretimine

Aspartik Asit Grubu Amino Asitlerin Etkisi

Aspartik asit grubu amino asitlerin r-B.sphaericus ve r-B.amyloliquafaciens ile SAP
tiretimine etkisini arastirmak amaciyla t=0 ekleme aninda ve Cy4=2.5 mM amino asit
derisiminde iiretim ortamlarina Asp, Asn, Thr, Ile, Lys eklenerek yapilan deneylerde
proses sliresince (t=65 st) mikroorganizma derisiminin kalma siiresiyle degisimi —
sirastyla- Sekil 4.25 ve 4.27 ‘de, SAP aktivitesine degisimi ise sekil 4.26 ve 4.28’de

verilmigtir.

r-B.sphaericus ve r-B.amyloliquafaciens ile incelenen aspartik asit grubu amino asitlerin
eklendigi ortamlarda mikroorganizma derisimi kalma siiresiyle artmis, maksimum hiicre
derisimine t=45 st’ta ulagilmistir. En yliksek hiicre derisimleri r-B.sphaericus ile Asp
eklenen proseste Cx=1.1 g/l olarak, r-B.amyloliquafaciens ile Thr eklenen proseste Cx
=1.3 g/l olarak bulunmustur. Proses siiresince hiicrelerde topaklanma goriildiiglinden

egrilerde sapma gozlenmistir.

Sekil 4.26°da r-B.sphaericus ile aspartik asit grubu amino asitlerin SAP aktivitesine
etkisi goriilmektedir. Proses siiresince aktivite kalma siiresiyle artmis; Asn eklenen
ortam hari¢c Asp, Asn, Thr, Ile, Lys eklenen proseslerde aktivite degeri referans ortam
aktivite degerinden sirastyla 1.35, 1.26, 1.22, 1.35 kat fazla bulunmustur. Sekil 4.28°de
ise r-B.amyloliquafaciens ile aspartik asit grubu amino asitlerin SAP aktivitesine etkisi
goriilmektedir. Ile, Lys, Thr eklenen eklenen proseslerde {iiretimin inhibe oldugu,
aktivite degerlerinin referans ortam aktivite degerinden diisiik oldugu bulunmustur. Asp
ve Asn eklenen proseslerde ise aktivite degerinin referans ortam aktivite degerinden

sirastyla 1.35 ve 1.25 kat fazla oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.25. R-Bacillus sphaericus ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile degisimine
aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', Cx(2.5 mM): t=0 st
(+) ref, (#) Asp, (m) Asn, (A) Ile, (X) Lys, () Thr.
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Sekil 4.26. R-Bacillus sphaericus ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine
aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™', CxA(2.5 mM): t.=0 st
(+) ref, (¢) Asp, (m) Asn, (A) Ile, (X) Lys, () Thr.
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Sekil 4.27. R-Bacillus amyloliquafaciens ile hiicre derisiminin kalma siiresi ile
degisimine aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk™, Caa(2.5
mM): t.=0 st (+) ref, (®) Asp, (X) Asn, (A) Ile, (m) Lys, () Thr
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Sekil 4.28. R-Bacillus amyloliquafaciens ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile
degisimine aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi. V=33 cm’, N=200 dk', Caa(2.5
mM): t=0 st (+) ref, (m) Asp; (k) Asn; (A) Ile, (¢) Lys, (x) Thr
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4.4 R-Bacillus licheniformis ile Aspartik Asit Grubu Amino Asit Destekli

Proseslerde Uriin ve Yan Uriin Dagihmlar:

R-B.licheniformis ile aspartik asit grubu amino asitlerin farkli ekleme zamanlarinda
SAP dretimine etkisinin incelendigi deneyler sonunda hem sonuglarin
tekrarlanabilirligini gostermek hem de optimum sayida analiz yapmak amaciyla her
amino asit i¢in belirlenen en uygun ekleme zamaninda ve belirlenen ii¢ derisimde bir set

deney yapilmistir.

Bu deney siiresince iiretim ortamina eklenen glukoz derisiminin kalma siiresi ile
degisimi incelenmis; genel olarak tim ortamlarda glukoz tiikketim hizinin t=0-18 st’ta
yiiksek, SAP iiretim fazinda (t=18-65 st) diisiik oldugu bulunmustur. Sekil 4.31 (a, b)’de
goriildiigi gibi aspartik asit grubu amino asitlerin eklendigi iiretim ortamlarindaki
glukozun proses sonunda %93-97’si hatta tamaminin tiiketildigi, optimum derisimdeki

amino asit iceren proseslerde ise glukozun tamaminin tiiketildigi bulunmustur.

Sekil 4.29 a, b’de gosterildigi gibi aspartik asit grubu amino asitlerin eklendigi tiretim
ortamlarinda mikroorganizma derisimi t=20 st’tan sonra genel olarak iistel ¢ogalma
fazin1 tamamlayip durgunluk fazina ge¢mistir. Maksimum hiicre derisimine t=45 st’ta
Cumet = 0.04 mM olan ortamda Cx=1.994 g/l olarak ulasilmistir. Proses siiresince

hiicrelerde topaklanma oldugundan egrilerde sapma gozlenmistir.

Sekil 4.30 a, b’de goriildigii gibi SAP aktivitesi glukozun kisitlayici seviyelere
inmesiyle t=18 st’tan itibaren artmaya baslamis, en yiiksek aktivite Cas,=2.5 mM

derisiminde Asp eklenen proseste t=65 st’ta A=1006 U/cm’

olarak bulunmustur.
Referans prosese gore optimum ekleme anlari, derisimler ve artis miktar1 Cizelge 5.1°de
verilmistir. Bu deneyde bulunan sonuglarin daha dnce yapilan deneylerle ayni olmasi

sonuclarin tekrarlanabilirligini de gostermistir.
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Sekil 4.29. a. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derigiminin kalma siiresi ile degisimine aspartik asit (4)
grubu amino asit derisimlerinin etkisi (Asn, Lys, Thr). V=33 cm’, N=200 dk ™, t.=0 st: (+) ref,
Asn (mM);2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, Lys (mM); (x) 2,5, () 5.0 (e) 7.5, Thr (mM); (o) 5.0, (-)
7.5, (—)10,
b. R-Bacillus licheniformis ile hiicre derigsiminin kalma siiresi ile degisimine aspartik asit
grubu amino asit derisimlerinin etkisi (Ile, Asp, Met). V=33 em’, N=200 dk': t.=0 st: Ile
(mM); () 10 (m) 15, (A) 20,Asp (mM); (x) 2.5, (k) 5.0 (e) 7.5 mM, Met (mM) (0)0.004,

(A) 0,04, (D) 0.4
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Sekil 4.30. a. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine aspartik asit
grubu amino asit derisimlerinin etkisi (Asn, Lys, Thr). V=33 cm’, N=200 dk™: t.=0 st: (+) ref,
Asn (mM); (A) 2.5, (m) 5.0, (A) 7.5, Lys (mM); (x) 2,5, (><) 5.0 (#) 7.5, Thr (mM); (1) 5.0, (-)
7.5, (0)10,
b. R-Bacillus licheniformis ile SAP aktivitesinin kalma siiresi ile degisimine aspartik asit
grubu amino asit derisimlerinin etkisi (Ile, Asp, Met). V=33 em’, N=200 dk™' t.=0 st: Ile
(mM); (¢) 10 () 15, (A) 20,Asp (mM); (x) 2.5, (<) 5.0 () 7.5 mM, Met (mM) (#)0.004,
(8) 0,04, (0)0.4
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R-B.licheniformis ile aspartik asit grubu amino asitlerin SAP {iretimine etkisinin
incelendigi deneyde iiretim ortamina baslangigta eklenen amino asit derigimlerinin
proses siiresince kalma siiresiyle degisimleri Sekil 4.32’de gosterilmistir. incelenen
derisim araliklarinda prosesin t=20 st’ine kadar tiim proseslerde, {iretim ortamina
eklenen amino asitler hizla tiiketilirken, tiiketim hiz1 tiim ortamlarda referans ortamdaki

toplam amino asit tiikketim hizindan fazladir.

R-B.licheniformis ile Asp derisiminin SAP iiretimine etkisinin incelendigi deney de
proses siiresince amino asit derisimleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelge 4.1’e gore
proses stiresince Casp=2.5 mM Asp eklenen proseste Gln, Ser, Gly, Arg, Thr, Ala, Tyr,
Ile goriilmemis, Casp=5.0 mM Asp eklenen proseste Gln, Asn, Ser, Gly, Tyr, Cayp=7.5
mM Asp eklenen proseste ise Gln, Asn, Ala, Tyr, Ile proses sliresince ortamda
gozlenmemistir. Proses siiresince Glu Cagp=2.5 ve 5.0 mM igeren proseste 0.0003-
0.0004 kg/m’ derisimde gozlenirken, Casp=7.5 mM Asp igeren proseste ve referans
ortamda gozlenmemistir. Ala ise referans ortamda ve Cayp=2.5 ve 7.5 mM
derisimlerinde gozlenirken, Cayp=5.0 mM derisiminde gozlenmemistir. Pro ise Cagp=7.5
mM ortamda t=18 st’ta 0.001-0.01 kg/m’ miktarda gozlenmistir. Lys derisimi ise
maksimum aktivitenin gozlendigi 7.5 mM Asp iceren proseste referans ortama gore
diisiik olarak belirlenmistir. Proses sliresince toplam amino asit derisimleri referans

prosese gore diisiik gdzlenmistir.

Cizelge 4.2’de r-B.licheniformis ile Asn eklenen proseste iiretim ortaminda Ol¢iilen
amino asit derisimleri verilmistir. Buna gore Cas,= 2.5 mM eklenen proseste Gln ve
Tyr; Casn=5.0 mM eklenen proseste Ser, Thr, Tyr, Leu ve Trp; Casn=7.5 mM eklenen
proseste ise Glu, Ser, Thr, Ala, Tyr, Ile ve Leu gozlenmemistir. Buna gore Cag,= 2.5
mM eklenen proseste Gln ve Tyr; Casn=5.0 mM eklenen proseste Ser, Thr, Tyr, Leu ve
Trp; Casn=7.5 mM eklenen proseste ise Glu, Ser, Thr, Ala, Tyr, Ile ve Leu
gozlenmemistir. Ile referans ortamda hi¢ gozlenmezken, Cas,=2.5 mM eklenen proses

te gbzlenmistir.
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Sekil 4.31 a. R-Bacillus licheniformis ile baglangi¢ glukoz derisiminin kalma siiresi ile
degisimine iiretim ortamina eklenen aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi
(Asn, Lys, Thr). V=33 cm’, N=200 dk™": t.=0 st: (+) ref, Asn (mM) (4) 2.5,
(m) 5.0, (A) 7.5, Lys (mM) (x) 2,5, () 5.0 (o) 7.5, Thr (mM) (A) 5.0, (-)
7.5, (0)10,
b. R-Bacillus licheniformis ile baslangi¢ glukoz derisiminin kalma siiresi ile
degisimine iiretim ortamina eklenen aspartik asit grubu amino asitlerin etkisi
(Ile, Asp, Met). V=33 cm’, N=200 dk™': t.=0 st: Ile (mM); (¢) 10 () 15, (A)
20,Asp (mM); (x) 2.5, (<) 5.0 (8) 7.5 mM, Met (mM) ()0.004, (A) 0,04,
(0) 0.4
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Can glcm?®
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0 20 40 60 80
t, st

Sekil 4.32 R-Bacillus licheniformis ile iretim ortamina eklenen aspartik asit grubu amino asitlerin
derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi. V=33 cm’, N=200 dk: t.=0 st: (+) ref, Asn (mM) (A) 2.5, (m)
5.0, (A) 7.5, Lys (mM) (x) 2,5, (*¢) 5.0 (o) 7.5, Thr (mM) (+) 5.0, (-) 7.5, (0)10,Ile (mM); (¢) 10 () 15,
(A)20,Asp (mM); (x) 2.5, (k) 5.0 (e) 7.5 mM, Met (mM) (+)0.004, () 0,04, (¢) 0.4
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Cizelge 4.1. R-B.licheniformis ile aspartik asit eklenen proseste iiretilen hiicre dis1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

C Asp=2 .5 mM

CAsp=5.0 mM

Casp=7.5mM

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

Asp

0,0000

0,0003

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003 | 0,0005

0,0000

0,0000

Glu

0,0004

0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0003

0,0003

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Gln

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Ser

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0011 | 0,0000

0,0000

0,0000

Gly

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0010

0,0000

His

0,0009

0,0014

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0013

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006 | 0,0000

0,0018

0,0000

Arg

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0017

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0010 | 0,0017

0,0020

0,0000

Thr

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0021

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0012

0,0000

0,0000

Ala

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0007

0,0010

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Pro

0,0013

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0015

0,0000

0,0000

0,0000

0,0146

0,0006 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Val

0,0020

0,0006

0,0019

0,0024

0,0000

0,0000

0,0000

0,0021

0,0028

0,0024

0,0000

0,0021 | 0,0018

0,0000

0,0000

Met

0,0011

0,0004

0,0027

0,0000

0,0004

0,0008

0,0004

0,0003

0,0000

0,0012

0,0048

0,0003 | 0,0004

0,0000

0,0015

Cys

0,0004

0,0002

0,0000

0,0017

0,0015

0,0003

0,0000

0,0028

0,0018

0,0012

0,0005

0,0006 | 0,0034

0,0017

0,0009

Ile

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Leu

0,0000

0,0000

0,0006

0,0009

0,0000

0,0002

0,0000

0,0010

0,0027

0,0000

0,0000

0,0032 | 0,0023

0,0018

0,0000

Orn

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0009

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001

0,0000

0,0015 | 0,0000

0,0000

0,0002

Lys

0,0001

0,0000

0,0001

0,0001

0,0001

0,0015

0,0001

0,0001

0,0006

0,0000

0,0000

0,0025 | 0,0001

0,0001

0,0001

Trp

0,0000

0,0000

0,0005

0,0006

0,0010

0,0002

0,0000

0,0007

0,0016

0,0000

0,0000

0,0043 | 0,0009

0,0012

0,0000

Phe

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000




el

Cizelge 4.2. R-B.licheniformis ile asparajin eklenen proseste iiretilen hiicre dig1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

C Asn=2-5 mM

Ca

sn=3.0 mM

CAsn=7-5mM

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

Asp

0,0003

0,0005

0,0004

0,0004

0,0000

0,0002

0,0007

0,0000

0,0002

0,0000

0,0003

0,0002 | 0,0000

0,0004

0,0000

Glu

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Gln

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0011 | 0,0000

0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0006

0,0007

0,0007

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000

0,0003 | 0,0000

0,0000

0,0007

Ser

0,0009

0,0000

0,0006

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Gly

0,0018

0,0000

0,0013

0,0000

0,0000

0,0000

0,0014

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0028 | 0,0000

0,0000

0,0000

His

0,0000

0,0000

0,0021

0,0000

0,0000

0,0016

0,0006

0,0000

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Arg

0,0000

0,0000

0,0000

0,0012

0,0000

0,0000

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0012 | 0,0000

0,0000

0,0000

Thr

0,0000

0,0000

0,0026

0,0011

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Ala

0,0000

0,0015

0,0018

0,0000

0,0000

0,0000

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Pro

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0012

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0012

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Tyr

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Val

0,0006

0,0029

0,0003

0,0016

0,0016

0,0006

0,0014

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0008 | 0,0000

0,0000

0,0020

Met

0,0003

0,0008

0,0007

0,0004

0,0018

0,0004

0,0005

0,0000

0,0002

0,0000

0,0026

0,0011 | 0,0000

0,0004

0,0000

Cys

0,0001

0,0004

0,0000

0,0028

0,0016

0,0001

0,0006

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000

0,0006 | 0,0000

0,0051

0,0017

Ile

0,0000

0,0000

0,0013

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Leu

0,0000

0,0002

0,0000

0,0014

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Orn

0,0000

0,0000

0,0010

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0001

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Lys

0,0000

0,0000

0,0004

0,0003

0,0003

0,0001

0,0020

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001 | 0,0000

0,0001

0,0002

Trp

0,0000

0,0000

0,0011

0,0482

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0004

0,0000

Phe

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0000

0,0000

0,0006

0,0000

0,0005 | 0,0000

0,0000

0,0000




Maksimum aktivitenin belirlendigi 5.0 mM Asn igeren ortamda Ile, Thr ve Met derisimi
referans ortama gore diisiik olarak belirlenmistir. U¢ farkli derisimde Asn eklenen ii¢
proseste toplam amino asit derisiminin ise SAP aktivitesinin maksimum oldugu t=65

st’ta referans ortamdaki toplam amino asit derisiminden fazla oldugu gozlenmistir.

R-B.licheniformis ile ¢ fakli derisimde (5.0, 7.5, 10) Thr etkisinin SAP aktivitesine
etkisinin incelendigi tiretim ortaminda hiicre disina aktarilan amino asitler de
belirlenmis ve derisimleri Cizelge 4.3’de verilmistir. Buna gore Cry,=5.0 mM igeren
proseste hiicre disinda Glu, Gln, Asn C,=7.5 mM igeren proseste Glu, Gln, His, Ala
Cri=10 mM derisimlerinde 0.0002-0.0009 kg/m’ araliginda gozlenmistir. Tyr derigimi
referans ortamda hi¢ gozlenmezken her {i¢ proseste de proses boyunca gozlenmis ve
derisim araligi 0.0015-0.0039 kg/m’ olarak belirlenmistir. Thr derisimi ise referans
ortamda sadece t=39 saatte 0.0011 kg/m’ olarak belirlenmis, aktivitenin maksimum

oldugu Ct,~=7.5 mM olan ortamda ise en yiiksek derisimde gozlenmistir.

Cizelge 4.4’de r-B.licheniformis tarafindan Ile eklenen proseste iiretilen hiicre disi
amino asit derisimleri verilmistir. Buna gore Cpe=10 mM igeren proseste Glu, Gln, Ser,
Ala, Leu, Cye=15 mM igeren proseste Ser, Tyr, Leu, Thr, Cye=20 mM igeren proseste
Glu, Ala, Pro, Tyr, Leu proses boyunca gozlenmemistir. Glu referans ortamda ve
Cue=10-20 mM olan ortamlarda gozlenmezken, sadece Cp.=15 mM maksimum
aktivitenin gozlendigi ortamda 0.0004-0.0007 kg/m’ olarak belirlenmistir. GIn referans
ortamda ve Cye=10 mM olan ortamda hi¢ gozlenmezken, Cye=15-20 mM olan ortamda
sadece t=18 st’ta gézlenmistir. Asn referans ortamda hi¢ gézlenmezken Cpe=10 mM
olan ortamda 0.0002-0.0011 kg/m3 olarak degismis, Cp.=15-20 mM derisiminde ise
sadece t=65 st’ta gdzlenmistir. Ser referans ortamda 18-24 saatleri arasinda gozlenirken
Cie=15-20 mM olan derisimlerde hi¢ gézlenmemis, sadece 20 mM derisiminde t=24
st’ta gozlenmistir. Val derisimi referans prosese oranla maksimum aktivitenin ulasildigi
Cue=15 mM eklenen proseste yiiksek bulunmus, tiim proseslerde t=65 st’ta ortamda
gozlenmis ve derigimi 0.0024-0.0016 kg/m’ araliginda degismistir. Leu referans
ortamda gozlenirken, her ii¢ proseste de gdzlenmemistir. Ile ise referans ortamda hig

gdzlenmezken, her ii¢ proseste derisimi 0.0003-0.0009 kg/m’ araliginda degismis ve



her {i¢ proseste t=65 st’ta gdozlenmemistir.Toplam amino asit derigimi ise Cp=15-20
mM derisimlerinde t=65 st’ta referans prosese nazaran diisiikken, Cp.=10 mM’da daha

yiiksek olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.5°de ¢ farkli derisimde (2.5, 5.0, 7.5) Lys eklenen proseste proses siiresince
amino asit derisimleri belirlenmistir. Proses siiresince Cpy=2.5 mM olan ortamda Glu,
Ser, Gly, Ala, Pro, Ile, Cyy=5.0 mM olan ortamda Gln, Ile, Crys=7.5 mM olan ortamda
Gln, Gly ortamda gozlenmemistir. Asn referans ortamda proses siiresince
gozlenmezken, aktivite degerlerinin maksimum oldugu t=65 st’ta ii¢ proseste da
belirlenmistir. Gly derisimi referans ortamda sadece t=24 st’ta gozlenirken Cps,=2.5-7.5
mM olan ortamlarda gozlenmemistir. Ala ve Pro maksimum aktivitenin elde edildigi
optimum derisim olan Cry=2.5 mM ortamda bulunmamaktadir. Referans ortamda Ala
bulunmamasina ragmen Pro sadece 18 ve 24 saatlerde belirlenmistir. Proses siiresince
referans ortamda gozlenmeyen Tyr, Lys eklenen her ii¢ proseste da bulunmustur. Val
derisimi t=65 st’ta referans ortamda goriinmezken, her ii¢ proseste de 0.0012-0.0026
kg/m3 olarak belirlenmistir. Met ise maksimum aktivitenin elde edildigi 2.5 mM
ortamda t=65 st’ta bulunmazken, referans ortam ve Cry=5-7.5 mM olan ortamlarda
belirlenmistir. 7-B.licheniformis tarafindan Cye=0.4, 0.04, 0.0004 mM derisimlerde
eklenen proseste lretilen hiicre dis1 amino asit derisimleri Cizelge 4.6’da verilmistir.
Buna gore Cye=0.4 mM igeren proseste Thr, Tyr, Ile, Cye—=0.04 mM igeren proseste
Gln, Ser, Gly, Ile, Leu, Trp, Cpe=0.004 mM igeren proseste ise Gln, Ser, Ala, Pro, Tyr,
Ile, Leu gozlenmemistir. Tiim proseslerde  Glu 0.0003-0.0006 kg/m® arasinda
gbzlenirken, referans ortamda hi¢ gozlenmemistir. Diger yandan Asn proses boyunca
referans ortamda hiicre disinda hi¢ gdzlenmezken, ii¢ proseste 0.0004-0.0001 kg/m’
derigsiminde gozlenmis, Cye=0.4 ve Cpe=0.04 mM igeren proseslerde sadece t=65st’ta
gozlenmistir. Derisimi maksimum aktivitenin goriildiigli 15 mM Ile igeren ortamda
referans ortama gore diisiik olarak belirlenmistir. Lys Toplam amino asit derisimleri her
lic proseste da proses boyunca farkliliklar géstermis, ancak biitlin ortamlarin toplam
amino asit derisiminin t=65 st’ta referans ortam toplam amino asit derisiminden diisiik

oldugu belirlenmistir. Ile hem referans ortamda hem de her ii¢ proseste goézlenmemistir.
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Cizelge 4.3. R-B.licheniformis ile treonin eklenen proseste iiretilen hiicre dis1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

CThr=5-0 mM

CThr=7-5 mM

Ci

Fhr=10 mM

18

24 39

45

65

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

Asp

0,0004

0,0005 | 0,0002

0,0004

0,0000

0,0006

0,0005

0,0000

0,0005

0,0000

0,0000

0,0004

0,0003

0,0003

0,0000

Glu

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

GIn

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0002

0,0000

0,0009

0,0000

0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

Ser

0,0004

0,0004 | 0,0007

0,0000

0,0000

0,0004

0,0005

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0002

0,0000

0,0000

0,0000

Gly

0,0019

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0013

0,0010

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

His

0,0010

0,0016 | 0,0000

0,0000

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

Arg

0,0017

0,0000 | 0,0000

0,0001

0,0000

0,0006

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000

0,0020

0,0000

Thr

0,0000

0,0014 | 0,0001

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0027

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000

0,0000

0,0014

0,0000

Ala

0,0000

0,0000 | 0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Pro

0,0002

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0029

0,0000

0,0012

0,0000

0,0005

0,0000

0,0012

0,0000

0,0000

0,0000

Tyr

0,0000

0,0000 | 0,0024

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0039

0,0023

0,0028

0,0022

0,0000

0,0015

0,0000

0,0000

Val

0,0000

0,0000 | 0,0004

0,0045

0,0014

0,0037

0,0039

0,0000

0,0010

0,0018

0,0000

0,0008

0,0012

0,0011

0,0023

Met

0,0005

0,0003 | 0,0000

0,0000

0,0024

0,0012

0,0010

0,0001

0,0003

0,0000

0,0034

0,0002

0,0000

0,0000

0,0000

Cys

0,0002

0,0000 | 0,0004

0,0004

0,0019

0,0002

0,0003

0,0017

0,0000

0,0014

0,0004

0,0002

0,0000

0,0000

0,0021

Ile

0,0004

0,0000 | 0,0000

0,0055

0,0000

0,0006

0,0000

0,0010

0,0018

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003

0,0005

0,0000

Leu

0,0001

0,0005 | 0,0213

0,0000

0,0000

0,0006

0,0004

0,0000

0,0168

0,0007

0,0000

0,0005

0,1870

0,0000

0,0000

Orn

0,0000

0,0002 | 0,0000

0,0134

0,0000

0,0017

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

Lys

0,0000

0,0000 | 0,0003

0,0002

0,0003

0,0004

0,0000

0,0006

0,0005

0,0000

0,0001

0,0018

0,0000

0,0001

0,0008

Trp

0,0000

0,0000 | 0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0004

0,0008

0,0001

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

Phe

0,0000

0,0000 | 0,0006

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000




LT1

Cizelge 4.4. R-B.licheniformis ile 1zolozin eklenen proseste iiretilen hiicre dis1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

C1|e=10 mM

C1|e=15 mM

C1|e=20mM

18

24 39

45

65

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

Asp

0,0000

0,0006 | 0,0000

0,0000

0,0009

0,0000

0,0007

0,0006

0,0005

0,0000

0,0000

0,0004 | 0,0003

0,0000

0,0007

Glu

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

GIn

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0009

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0008 | 0,0002

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0011

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0011

Ser

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0000

Gly

0,0000

0,0008 | 0,0000

0,0000

0,0014

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0011

0,0004 | 0,0000

0,0000

0,0000

His

0,0000

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0017

0,0003

0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0009 | 0,0000

0,0000

0,0000

Arg

0,0000

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0005

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0025 | 0,0013

0,0000

0,0000

Thr

0,0005

0,0000 | 0,0270

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0020

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0009

0,0000

0,0000

Ala

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0002

0,0016

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Pro

0,0000

0,0013 10,0012

0,0000

0,0000

0,0002

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Tyr

0,0000

0,0000 | 0,0039

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Val

0,0000

0,0019 | 0,0000

0,0000

0,0024

0,0000

0,0131

0,0017

0,0015

0,0016

0,0000

0,0021 | 0,0021

0,0000

0,0016

Met

0,0034

0,0002 | 0,0001

0,0000

0,0000

0,0000

0,0002

0,0002

0,0000

0,0000

0,0003

0,0002 | 0,0002

0,0000

0,0000

Cys

0,0004

0,0005 | 0,0017

0,0000

0,0136

0,0004

0,0008

0,0000

0,0000

0,0019

0,0000

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0019

Ile

0,0000

0,0004 | 0,0010

0,0000

0,0000

0,0005

0,0010

0,0009

0,0007

0,0000

0,0000

0,0008 | 0,0006

0,0003

0,0000

Leu

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Orn

0,0001

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0014

0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001 | 0,0000

0,0000

0,0000

Lys

0,0001

0,0020 | 0,0006

0,0000

0,0003

0,0011

0,0000

0,0003

0,0002

0,0001

0,0033

0,0000 | 0,0004

0,0001

0,0001

Trp

0,0001

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0214

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0023

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

Phe

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0046

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000




811

Cizelge 4.5 R-B.licheniformis ile lizin eklenen proseste {iretilen hiicre dis1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

CLvs=2-5 mM

Ci

vs=3.0 mM

Ci

vs=1.5 mM

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

18

24

39

45

65

Asp

0,0003

0,0004

0,0005

0,0004

0,0000

0,0003

0,0008

0,0004

0,0004

0,0000

0,0000

0,0005

0,0002

0,0001

0,0000

Glu

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0007

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

GIn

0,0000

0,0012

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0007

0,0000

0,0000

0,0010

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000

0,0005

0,0000

0,0000

0,0011

Ser

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0005

0,0000

0,0000

0,0000

0,0010

0,0007

0,0000

0,0000

Gly

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0017

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

His

0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0018

0,0000

0,0000

0,0000

0,0010

0,0017

0,0000

0,0000

0,0000

Arg

0,0000

0,0020

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0014

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Thr

0,0000

0,0000

0,0000

0,0015

0,0000

0,0000

0,0000

0,0018

0,0010

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001

0,0004

0,0000

Ala

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0010

0,0008

0,0000

0,0000

Pro

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0019

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Tyr

0,0000

0,0000

0,0000

0,0020

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0021

0,0000

0,0000

0,0023

0,0000

0,0000

Val

0,0000

0,0014

0,0000

0,0014

0,0026

0,0000

0,0000

0,0010

0,0014

0,0012

0,0000

0,0007

0,0000

0,0130

0,0017

Met

0,0026

0,0004

0,0032

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003

0,0001

0,0000

0,0004

0,0033

0,0002

0,0000

0,0002

0,0012

Cys

0,0005

0,0006

0,0000

0,0005

0,0019

0,0005

0,0003

0,0002

0,0004

0,0021

0,0004

0,0001

0,0000

0,0040

0,0005

Ile

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0025

0,0000

0,0000

0,0015

0,0000

Leu

0,0000

0,0009

0,0000

0,0040

0,0000

0,0006

0,0002

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0021

0,0009

0,0000

Orn

0,0000

0,0001

0,0016

0,0000

0,0000

0,0004

0,0011

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

Lys

0,0000

0,0002

0,0000

0,0002

0,0020

0,0033

0,0004

0,0000

0,0004

0,0001

0,0002

0,0001

0,0003

0,0001

0,0004

Trp

0,0000

0,0000

0,0031

0,0027

0,0000

0,0014

0,0000

0,0000

0,0014

0,0000

0,0000

0,0001

0,0007

0,0003

0,0000

Phe

0,0000

0,0000

0,0000

0,0036

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0006

0,0000

0,0000




611

Cizelge 4.6. R-B.licheniformis ile metionin eklenen proseste liretilen hiicre disi amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

Cwmei=0.004 mM

Cmer=0.04 mM

CMet=0-4 mM

18

24 39

45

65

18

24

39

45

65

18

24 39 45

65

Asp

0,0000

0,0003 | 0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003 | 0,0002 | 0,0000

0,0000

Glu

0,0006

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0003

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0003

0,0000 | 0,0000 | 0,0003

0,0004

GIn

0,0019

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Asn

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0004

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0005 | 0,0000 | 0,0011

0,0000

Ser

0,0014

0,0007 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Gly

0,0000

0,0016 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0013

0,0000

His

0,0012

0,0009 | 0,0000

0,0018

0,0000

0,0007

0,0013

0,0000

0,0000

0,0000

0,0013

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Arg

0,0000

0,0014 | 0,0000

0,0020

0,0000

0,0019

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0010 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Thr

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0032

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0011 | 0,0013 | 0,0000

0,0000

Ala

0,0000

0,0000 | 0,0019

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0020

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Pro

0,0007

0,0009 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0015

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Tyr

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0007

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Val

0,0032

0,0018 | 0,0017

0,0000

0,0019

0,0021

0,0011

0,0026

0,0034

0,0024

0,0000

0,0000 | 0,0020 | 0,0021

0,0037

Met

0,0021

0,0005 | 0,0000

0,0000

0,0013

0,0020

0,0003

0,0000

0,0000

0,0018

0,0018

0,0002 | 0,0016 | 0,0000

0,0000

Cys

0,0006

0,0007 | 0,0046

0,0018

0,0014

0,0006

0,0001

0,0055

0,0017

0,0013

0,0003

0,0002 | 0,0004 | 0,0004

0,0005

lle

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Leu

0,0000

0,0000 | 0,0000

0,0018

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Oorn

0,0024

0,0000 | 0,0000

0,0000

0,0000

0,0018

0,0000

0,0000

0,0000

0,0001

0,0002

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000

Lys

0,0014

0,0000 | 0,0001

0,0001

0,0001

0,0009

0,0000

0,0008

0,0005

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0002

0,0001

Trp

0,0000

0,0000 | 0,0011

0,0012

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0009 | 0,0000

0,0000

Phe

0,0000

0,0000 | 0,0024

0,0000

0,0000

0,0008

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000

0,0000 | 0,0000 | 0,0000

0,0000




0¢I

Cizelge 4.7. R-B.licheniformis ile referans ortam tarafindan iiretilen hiicre dis1 amino asit derisimlerinin kalma siiresi ile degisimi

Ref
18 24 39 45 65

Asp 0,0000 0,0003 0,0004 0,0000 0,0000
Glu 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
GlIn 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Asn 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Ser 0,0012 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000
Gly 0,0000 0,0018 0,0000 0,0000 0,0000
His 0,0005 0,0009 0,0000 0,0000 0,0000
Arg 0,0155 0,0020 0,0020 0,0000 0,0000
Thr 0,0000 0,0000 0,0011 0,0000 0,0000
Ala 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Pro 0,0009 0,0004 0,0000 0,0000 0,0000
Tyr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Val 0,0000 0,0006 0,0020 0,0000 0,0000
Met 0,0003 0,0003 0,0005 0,0020 0,0022
Cys 0,0004 0,0001 0,0038 0,0000 0,0013
Ile 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Leu 0,0001 0,0000 0,0045 0,0000 0,0050
Orn 0,0005 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000
Lys 0,0007 0,0000 0,0002 0,0005 0,0005
Trp 0,0002 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Phe 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000




4.5. Amino Asit Eklenmesinin Metabolik Yolizi Tepkime Hizlarina Etkisi

Calik (1998) ‘daha sonra Calik ve Ozdamar‘in (1999) Bacillus licheniformis igin
gelistirdigi hiicreici tepkime sistemini tanimlayan (Boliim 2.6.1) 149 tepkimeden olusan
109 metabolit iceren model bu arastirmada kullanilmistir. Ancak, amag¢ dogrultusunda
fruktoz ve maltoz tliketim tepkimeleri ¢ikarilmis ve 143 tepkimeden 105 bilesikten

olusan modifiye edilmis hiicrei¢i tepkime sistemi Cizelge 2.2’de verilmistir:

105 bilesigin yer aldig1 tepkime sistemi icin, 105 kiitle korunum denklemlerinden
olusan 2.5-denklemi yapisindaki vektor diferansiyel denklemin tanimladigi matematik

model belirlenen iki karakteristik kalma stiresindeki veriler kullanilarak ¢oziilmiistiir.

Aspartik asit grubu amino asitlerin proteaz iiretimine etkisinin arastirildigi ¢alismada
son olarak amino asitlerin metabolik yolizine etkisini arastirmak amaciyla, belirlenen iki
karakteristik kalma siiresi t=21 st ve t=42 st icin, ii¢ farkli derisiminde amino asit
eklenerek yapilan deney verileri kullanilarak hiicrei¢ci tepkime akilar1 hesaplanmis,
glikoliz yolizi (R1-R13), TCA dongiisii (R33-R43), pentoz fosfat yolizi akilar1 (R14-
R25), aspartik asit grubu amino asit sentez (R53-R63) akilar1 incelenmis, amino asit

eklenmesinin bu tepkime akilarina etkileri sirastyla verilmistir.

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi farkli derisimlerde Asp eklenen ii¢ SAP {iiretim
prosesinde aspartik asit grubu amino asitlerin toplam biyosentez aki degerleri t=21 st’ta
Asp eklemesi olmayan referans prosesin toplam aki degerlerine gore artmis; ancak t=42
st’ta ii¢ derisimde de referans prosesin toplam aki degerlerine gore diisiik bulunmustur.
t=42 st’ta her ii¢ proseste de Lys yolizi akilarinin (R56, R57, R58, R59) diisiik oldugu,
HSer’den Thr iiretilen dallanma noktasinda (R60-R61) ise akilarin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Maksimum aktivitenin belirlendigi 7.5 mM Asp igeren proseste t=42 st’ta
toplam aki degerlerinin referans prosesin toplam aki degerlerine gore en diisiik seviyede
oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda t=42 st’ta Maksimum aktivitenin gézlendigi 7.5

mM Asp iceren proseste Lys yolizi akilar1 (R56, R57, R58, R59) diisiik olarak

121



belirlenmis, HSer’den Thr ve Met liretilen dallanma noktasinda aki1 degerleri (R60-R61-
R62-R63) yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi Asp eklenen proseslerde t=21 st’ta TCA dongiisii akilar
(R33-R43), referans ortamdaki akilara gore diisik bulunurken, t=42 st’ta tiim

proseslerde referans ortamda daha yiiksek hesaplanmistir.

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi yine tim proseslerde glikoliz yolizinde t=42 st’ta aki

degerleri (R1-R13), referans ortam aki degerlerinden yiiksek olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.8°de goriildiigii gibi t=42 st’ta, SAP iiretim akilar1 incelendiginde, maksimum
aktivitenin gozlendigi 7.5 mM Asp igeren ortamin akisinin referans ortamdakine gore

en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

SAP iiretiminde biyoreaktor iiretim ortamina eklenen ii¢ farkli Asn derisiminde, ¢izelge
4.9°da goriildiigi gibi, Asp yolizi biyosentez toplam akilar1 referans prosesin toplam
aki degerlerine gore artis gdstermistir. Maksimum aktivitenin gozlendigi Cas=5.0 mM
olan iiretim ortaminda DC’dan baslayan Lys yolizi tepkime akilar1 (R56, R57, R5S,
R59) referans prosese gore yiiksek; buna karsin Asp ve AspSa sentez akilar1 (R53-R55)
ve HSer’den baslayan Thr ve Met aki1 degerleri R61, R62, R63 ise diisiik bulunmustur.
Bu sonug, DC’dan baslayarak Lys yolizinin aktif oldugunu, Ile, Thr, Met akilarinin
diistik olmasinin ise Lys yolizinden bu gruba yodnlenmenin aktif olmadigini sadece Lys

yolizinin aktif oldugunu dogrular.

Cizelge 4.9°da goriildiigli gibi baslangicta Asn eklenen proseslerde TCA dongiisii i¢inde
yer alan bilesenlerin sentez akilari (R33-R43),referans prosese gore diisiik olmasina
ragmen kalma stiresi arttikca akilarda artis meydana gelmis ve t=42 st’ta tiim ortamlarda
TCA dongiisii akilar1 referans prosese gore yiiksek olarak belirlenmigtir. Tim
proseslerde TCA dongiisli tamamlanmis, genellikle Asn derigimi arttik¢a akilarda artma
gozlenmis, en yiiksek aki dagilimina maksimum aktivitenin gozlendigi ortamda

ulasilmstir.

122



Cizelge 4.8 Asp eklenen SAP iiretim prosesinde hiicreigi tepkime akilar

Tepkime Ref Ref Cpp=2.5 mM Casp=5.0 mM Cip=7.5 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
b)  Glikoliz Yolizi Aki Degerleri
1 8.579 0.100 3.289 0.625 0.666 0.366 3.971 0.131
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 3.289 0.501 0.000 0.000 3.971 0.046
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.256 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 60.695 0.545 0.324 0.218 3.938 0.085
6 0.000 0.000 58,06 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 17.149 0.160 5.266 1.122 0.887 0.556 7.863 0.195
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 4.603 1.042 0.871 0.421 7.784 0.164
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.000 0.328 0.000 0.000 3.747 0.000
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 17.003 0.000 3.595 1.437 0.000 0.000 7.722 0.273
¢)  Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.000 0.017 0.000 0.124 0.922 0.366 0.000 0.085
15 0.000 0.017 0.000 0.124 0.922 0.366 0.000 0.085
16 0.000 0.000 0.000 0.044 0.580 0.218 0.000 0.039
17 0.003 0.000 0.654 0.000 0.000 0.000 0,033 0.000
18 0.002 0.011 0.001 0.044 0.341 0.122 0.000 0.039
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.002 0.011 0.001 0.044 0.341 0.122 0.000 0.028
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.000 0.239 0,095 0.000 0.011
23 0.004 0.011 0.656 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000
24 0.002 0.011 0.001 0.044 0.341 0.122 0.000 0.028
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
d)  TCA Dongiisii Aki Degerleri
33 16.999 0.050 5.180 0.856 0.300 0.018 7.652 0.147
34 16.999 0.050 5.180 0.856 0.300 0.018 7.652 0.147
35 16.999 0.050 5.180 0.249 0.005 0.002 7.532 0.000
36 16.944 0.045 5.170 0.230 0.000 0.000 7.470 0.000
37 16.944 0.032 6.091 0.230 0.000 0.510 7.470 0.000
38 0.000 0.000 0.000 0.000 0.098 0.000 0.000 0.000
39 16.944 0.045 6.091 0.837 0.295 0.526 7.589 0.147
40 16.990 0.061 6.093 0.844 0.397 0.527 7.602 0.154
41 0.000 0.061 6.093 1.451 0.692 0.542 7.721 0.301
42 0.000 0.000 0.000 0.607 0.295 0.016 0.120 0.147
43 0.000 0.000 0.000 0.607 0.295 0.016 0.120 0,147
2)  Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 1.000 0.066 0.392 0.016 0.700 0.028
54 0.005 0.003 0.005 0.014 0.004 0.002 0.013 0.004
55 0.016 0.045 0.947 0.037 0.382 0.012 0.039 0.017
56 0.006 0.038 0.003 0.007 0.372 0.000 0.000 3.44E-4
57 0.006 0.038 0.003 0.007 0.372 0.000 0.000 3.44E-4
58 0.006 0.038 0.003 0.007 0.372 0.000 0.000 3.44E-4
59 0.006 0.038 0.003 0.007 0.372 0.000 0.000 3.44E-4
60 0.011 0.007 0.945 0.031 0.010 0.012 0.039 0.017
61 0.009 0.006 0.942 0.023 0.008 0.011 0.021 0.015
62 0.003 0.001 0.924 0.008 0.003 0.001 0.007 0.002
63 0.002 0.001 0.002 0.007 0.002 0.001 0.018 0.002
SAP aki degerleri
142 0.0003 | 0.000145 | 0.0003 [ 0.00008 | 0.0002 | 0.0001 | 0.714 | 0.0002
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Cizelge 4.9°da goriildigii gibi glikoliz yolizi akilar1 (R1-R13), da TCA c¢evrimi
akilarinda goriildiigii gibi basglangigta Asn eklenen proseslerde referans prosese gore
diisiik olarak belirlenmis ancak proses ilerledik¢e Asn igeren ortamlarin akilari referans
prosese gore yiiksek olarak belirlenmistir. Aktivitenin en yiliksek oldugu ortam icin elde

edilen aki dagilimi da referans prosese gore daha yliksek degerine ulagmugtir.

Cizelge 4.9°de goriildiigii gibi Asn eklenen proseslerde pentoz fosfat yolizi akilar1 (R14-
R25), referans prosese gore hiicrei¢i tepkime hizlarimin hesaplandigi her iki kalma
stiresinde yiiksek bulunmus, ancak her ii¢ proseste da aki dagilimlarinin t=42 st’ta
birbirine yakin oldugu, t=21 st’ta ise 7.5 mM Asn eklenen ortamin aki degerleri yiiksek
bulunmustur. Maksimum aktivitenin belirlendigi ortamda ise t=21 st akilan

minimumdur.

Cizelge 4.9°da goriildiigli gibi t=42 st’ta, SAP {iretim akilar1 incelendiginde (R142),
maksimum aktivitenin gozlendigi 5.0 mM Asn igeren ortamin akisinin referans

ortamdakine gore en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.10°da goriildiigli gibi Thr iceren proseslerde t=42 st’ta tiim proseslerde Asp
amino asit sentez toplam akilar1 referans prosese gore yiiksek olarak belirlenmistir. t=42
st’ta Thr eklenen tim proseslerde Asp, Asn sentez akis1 (R53, R54) referans ortam
akisina gore yiiksek olarak belirlenmistir. Lys yolizinde yer alan tepkime akilar1 (R56,
R57, R58, R59) t=42 st’ta, diger proseslerde diisiik olarak belirlenmesine karsin,
maksimum aktivitenin gdzlendigi 7.5 mM Thr iceren proseste referans prosese gore
maksimum olarak belirlenmistir. Thr sentez akisi (R61) t=42 st’ta tiim proseslerde
referans prosese gore artmig, Met sentez akisi (R63) ise tiim proseslerde referans
prosese gore yiiksek olarak belirlenmesine karsin, Thr sentez akisina gore diisiik olarak

belirlenmistir.
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Cizelge 4.9 Asn eklenen SAP iiretim prosesinde hiicreici tepkime akilari

Tepkime Ref Ref Caren=2.5 mM Crn=5.0 mM Crsn=7.5 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
Glikoliz Yolizi Aku Degerleri
1 8.579 0.100 0.525 0.430 2.753 0,.616 1.420 0.494
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 0.315 0.322 2.753 0.616 0.000 0.399
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 0.391 0.322 2.731 0.555 0.943 0.399
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 17.149 0.160 0.833 0.674 5.442 0.987 2.357 0.805
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 0.676 0.575 5.415 0.983 2.357 0.651
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.000 0.000 2,581 0.000 0.933 0.000
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 0.000 0.017 0.210 0.107 0.000 0.000 1.420 0.095
Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.000 0.017 0.210 0.107 0.000 0.000 1.420 0.095
15 0.000 0.000 0.075 0.000 0.000 0.000 0.943 0.000
16 0.003 0.000 0.000 0.000 0.022 0.061 0.000 0.000
17 0.002 0.011 0.075 0.036 0.009 0.061 0.473 0.039
18 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
19 0.002 0.011 0.075 0.036 0.009 0.061 0.473 0.039
20 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.004 0.011 0.000 0.036 0.031 0.122 0.000 0.039
23 0.002 0.011 0.075 0.036 0.009 0.061 0.473 0.039
24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
25 0.000 0.017 0.210 0.107 0.000 0.000 1.420 0.095
TCA Dongiisii Aki Degerleri
33 16.999 0.050 0.395 0.395 5.347 0.382 2.785 0.080
34 16.999 0.050 0.395 0.395 5.347 0.382 2.785 0.080
35 16.999 0.050 0.395 0.395 5.347 0.002 0.000 0.078
36 16.944 0.045 0.358 0.358 5.341 0.000 0.000 0.028
37 16,944 0,032 0,358 0,357 5,315 0.000 0.000 0.028
38 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.182 0.000 0.000
39 16.944 0.045 0.358 0.357 5.341 0.380 2.785 0.030
40 16.990 0.061 0.371 0.362 5.368 0.562 2.789 0.048
41 0.000 0.061 0.371 0.000 5.368 0.942 5.575 0.000
42 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.380 2.785 0.002
43 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.380 2.785 0.002
3)  Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 1.000 0.066 0.392 0.016 0.700 0.028
54 0.069 0.051 0.100 0.152 0.021 0.561 0.936 0.211
55 0.005 0.003 0.024 0.009 0.005 0.001 0.002 0.034
56 0.016 0.045 0.053 0.134 0.011 0.558 0.930 0.143
57 0.006 0.038 0.012 0.115 9.98E-04 0.556 9.58E-04 0.076
58 0.006 0.038 0.012 0.115 9.98E-04 0.556 9.58E-04 0.076
59 0.006 0.038 0.012 0.115 9.98E-04 0.556 9.58E-04 0.076
60 0.006 0.038 0.012 0.115 9.98E-04 0.556 9.58E-04 0.076
61 0.011 0.007 0.041 0.020 0.010 0.002 0.929 0.067
62 0.009 0.006 0.041 0.017 0.009 0.002 0.927 0.057
63 0.003 0.001 0.014 0.006 0.003 7.20E-04 0.001 0.019
SAP aki degerleri

142 0.0003 [ 0.000145 | 0.001 [ 0.0004 | 0299 | 0.0007 [ 0.0001 | 0.0002
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Cizelge 4.10’da goriildigii gibi TCA dongiisii akilar1 (R33-R43) Thr igeren tiim
proseslerde t=21 st’ta referans prosese gore diisiikken, t=42 st’ta 5.0 ve 7.5 mM igeren
proseslerde yiiksektir. 2.5 mM igeren proseste ise diisiik olarak belirlenmistir. t=42 st’ta
maksimum aktivitenin goézlendigi 7.5 mM Thr iceren proseste maksimum olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.10°da goriildigi gibi glikoliz yolizi akilari (R1-R13) t=21 st’ta tiim
proseslerde referans prosese gore diisiik olarak belirlenmis, t=42 st’ta ise tiim
proseslerde yiiksek oldugu gozlenmistir. t=42 st’ta maksimum aktivitenin gozlendigi 7.5

mM Thr igeren proseste artis maksimum seviyeye ulagmuistir.

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi Thr igeren tiim proseslerde pentoz fosfat yolizi akilari
(R14-R25) her iki kalma siiresinde (t=21, t=42) referans prosese gore yiiksek olarak
belirlenmis, maksimum aktivitenin gozlendigi 7.5 mM Thr iceren proseste ise artig

minimum olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi t=42 st’ta, SAP iiretim akilar1 incelendiginde (R142),
maksimum aktivitenin gozlendigi 7.5 mM Thr ig¢eren ortamin akisinin referans

ortamdakine gore en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11°de goriildiigi gibi Ile eklenen proseslerde referans prosese gore Asp yolizi
sentez toplam akilar1 her iki kalma siiresinde de yiiksek olarak belirlenmis, yalnizca
maksimum aktivitenin gozlendigi 15 mM Ile igeren proseste t=42 st’ta aki degerleri
referans prosese gore diislik olarak belirlenmistir. HSer’den Ile yolizinde tepkime akilari
(R60, R61, R62, R63) Ile eklenen tiim proseslerde her iki kalma siiresinde referans
proses akilarina gore yliksek olarak belirlenmistir. Yine her ii¢ proseste Asn (R54)
sentez akilar1 referans prosese gore yiiksek olarak belirlenmistir. Maksimum aktivitenin
gbzlendigi 15 mM lle iceren proseste t=42 st’ta Lys yolizi akilar1 (R55, R56, R57, R58,
R59) referans prosese gore diisiik gozlenirken, HSer’den baslayan Met, Ile, Thr sentez

akilar1 (R60, R61, R62, R63) yiiksek olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.10 Thr eklenen SAP iiretim prosesinde hiicrei¢i tepkime akilari

Tepkime Ref Ref Crpe=5.0 mM Crp=7.5 mM Crp,=10 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
Glikoliz Yolizi Aku Degerleri
1 8.579 0.100 4.030 0.438 0.725 0.997 1.278 2.000
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 2.940 0.028 0.000 0.997 1.278 2.000
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 2.940 0.267 0.389 0.897 1.220 1.924
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 17.149 0.160 6.240 0.652 1.017 1.695 2.387 3.821
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 5.491 0.557 0.916 1.630 2315 3.651
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.000 0.025 0.000 0.434 0,922 1,463
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 17.003 0.000 5.409 0.086 1.786 0.000 2.089 1.821
Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.000 0.017 1.091 0.410 0.725 0.000 0.000 0.000
15 0.000 0.017 1.091 0.410 0.725 0.000 0.000 0.000
16 0.000 0.000 0.000 0.239 0.389 0.000 0.000 0.000
17 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.058 0.076
18 0.002 0.011 0.365 0.143 0.242 0.000 0.000 0.009
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.002 0.011 0.365 0.143 0.242 0.000 0.000 0.009
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.000 0.096 0.147 0.000 0.000 0.000
23 0.004 0.011 0.365 0.000 0.000 0.100 0.058 0.085
24 0.002 0.011 0.365 0.143 0.242 0.000 0.000 0,009
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TCA Dongiisti Aki Degerleri
33 16.999 0.050 6.132 0.030 0.948 0.532 2.123 1.204
34 16.999 0.050 6.132 0.030 0.948 0.532 2.123 1.204
35 16.999 0.050 6.132 0.030 0.012 0.000 2.123 1.204
36 16.944 0.045 6.120 0.000 0.000 0.065 2.159 1.160
37 16.944 0.032 6.120 0.000 0.000 0.016 2.127 1.160
38 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
39 16.944 0.045 6.120 0.000 0.936 0.628 2.159 1.160
40 16.990 0.061 6.125 0.010 0.939 0.812 2.248 1.171
41 0.000 0.061 6.125 0.010 1.875 1.344 2.248 0.000
42 0.000 0.000 0.000 0.000 0.936 0.532 0.000 0.000
43 0.000 0.000 0.000 0.000 0.936 0.532 0.000 0.000
Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 0.023 0.110 0.023 1.125 0.126 0.140
54 0.005 0.003 0.005 0.021 0.003 0.019 0.015 0.034
55 0.016 0.045 0.010 0.068 0.016 0.994 0.048 0.077
56 0.006 0.038 0.003 0.011 0.002 0.955 0.003 0.017
57 0.006 0.038 0.003 0.011 0.002 0.955 0.003 0.017
58 0.006 0.038 0.003 0.011 0.002 0.955 0.003 0.017
59 0.006 0.038 0.003 0.011 0.002 0.955 0.003 0.017
60 0.011 0.007 0.008 0.057 0.014 0.040 0.045 0.060
61 0.009 0.006 0.006 0.051 0.013 0.035 0.030 0.051
62 0.003 0.001 0.004 0.028 0.003 0.009 0.009 0.018
63 0.002 0.001 0.002 0.006 0.001 0.005 0.015 0.009
SAP aki degerleri
142 0.0003 [ 0.000145 | 0.0003 [ 0.001 | 0.0002 | 0.0002 [ 0.0009 | 0.0001
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Cizelge 4.11°de goriildigii gibi Ile eklenen proseste t=42 st’ta yalnizca 10 mM Ile
iceren proseste TCA sentez akilar1 (R33-R43) referans prosese gore diisiik olarak
gdzlenmis, diger ortamlarda ise yiiksek olarak belirlenmistir. TCA dongiisii tim
proseslerde tamamlanirken, maksimum aktivitenin gozlendigi 15 mM Ile igeren

proseste t=42 st’ta sentez akilari referans artama gore maksimum degerine ulagmustir.

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi Ile eklenen tiim proseslerde glikoliz yolizi sentez akilari
(R1-R13) t=21 st’ta referans prosese gore diisiik olarak gozlenirken, t=42 st’ta 15 ve 20
mM lle igeren proseslerde aki degerleri referans prosese gore yiiksek olarak belirlenmis,
10mM igeren proseste ise referans proses aki degerlerine yakin oldugu bulunmustur.
Maksimum aktivitenin gézlendigi proseste glikoliz yolizi akilar1 t=42 st’ta en yliksek

degerine ulagsmistir.

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi Ile eklenen proseslerde pentoz fosfat yolizi tepkime
akilar1 (R14-R25) t=21 st’ta amino asit igeren her ii¢ proseste de referans proses
akilaria gore yiiksek olarak belirlenmis, t=42 st’ta ise yalnizca 10 mM Ile iceren
proseste aki degerleri referans ortam aki degerlerine gore diisiik olarak belirlenmistir.
Maksimum aktivitenin gézlendigi 15 mm Ile igeren proseste pentoz fosfat yolizi akilar

her iki kalma siiresinde de maksimum seviyeye ulasmistir.

Cizelge 4.11°de goriildiigii gibi t=42 st’ta, SAP iiretim akilar1 incelendiginde (R142),
maksimum aktivitenin gozlendigi 15 mM Ile iceren ortamin akisinin referans

ortamdakine gore en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.12°de goriildiigli gibi Lys eklenen tiim proseslerde Asp grubu amino asitlerin
sentez akilar1 maksimum aktivitenin gozlendigi 2.5 mM Lys eklenen proseste her iki
kalma siiresinde de referans prosese gore diislik olarak belirlenirken, 5 mM Lys iceren
proseste her iki kalma siiresinde de yiiksek olarak belirlenmis, 7.5 mM Lys igeren
proseste ise t=21 st’ta yiiksek iken t=42 st’ta diisiik olarak belirlenmistir. Maksimum

aktivitenin gozlendigi 2.5 mM Lys igeren proseste t=42 st’ta Asn ve Ile sentez  akilar1
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Cizelge 4.11 Ile eklenen SAP iiretim prosesinde hiicreici tepkime akilari

Tepkime Ref Ref Cpe=10 mM Cpe=15 mM Cpe=20 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
Glikoliz Yolizi Aku Degerleri
1 8.579 0.100 0.886 0.075 2.703 2.486 1.077 1.077
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 0.886 0.071 2.703 0.000 1.077 0.752
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 0.880 0.071 2.639 1.613 1.052 0.943
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 17.149 0.160 1.753 0.138 5.231 4.029 2.098 1.987
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 1.722 0.125 5.156 3.977 2.050 1.951
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.815 0.037 2.236 1.356 0.912 0.834
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 17.003 0.000 0.000 0.004 4.950 3.804 1.262 0.000
Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.069 0.051 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.621
15 0.005 0.003 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.621
16 0.016 0.045 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.000
17 0.006 0.038 0.760 0.004 5.007 3.836 1.601 0.000
18 0.006 0.038 0.760 0.011 4.948 3.805 1.601 0.000
19 0.006 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.006 0.038 0.760 0.011 5.007 3.836 1.601 0.621
21 0.011 0.007 0.764 0.013 5.070 3.870 1.601 0.639
22 0.009 0.006 0.000 0.013 5.070 3.870 1.601 0.000
23 0.003 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.621
24 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.621
25 0.069 0.051 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.621
TCA Dongiisti Aki Degerleri
33 0.069 0.051 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.621
34 0.005 0.003 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.621
35 0.016 0.045 0.774 0.011 5.024 3.845 1.608 0.000
36 0.006 0.038 0.760 0.004 5.007 3.836 1.601 0.000
37 0.006 0.038 0.760 0.011 4.948 3.805 1.601 0.000
38 0.006 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
39 0.006 0.038 0.760 0.011 5.007 3.836 1.601 0.621
40 0.011 0.007 0.764 0.013 5.070 3.870 1.601 0.639
41 0.009 0.006 0.000 0.013 5.070 3.870 1.601 0.000
42 0.003 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.621
43 0.002 0.001 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.621
Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 0.041 0.048 0.047 0.025 0.370 1.280
54 0.005 0.003 0.010 0.004 0.011 0.006 0.008 0.006
55 0.016 0.045 0.022 0.041 0.027 0.013 0.359 1.252
56 0.006 0.038 0.004 0.002 0.007 0.003 0.345 1.236
57 0.006 0.038 0.004 0.002 0.007 0.003 0.345 1.236
58 0.006 0.038 0.004 0.002 0.007 0.003 0.345 1.236
59 0.006 0.038 0.004 0.002 0.007 0.003 0.345 1.236
60 0.011 0.007 0.018 0.039 0.020 0.010 0.014 0.016
61 0.009 0.006 0.018 0.038 0.017 0.008 0.011 0.014
62 0.003 0.001 0.006 0.003 0.005 0.004 0.002 0.004
63 0.002 0.001 5.65E-04 0.001 0.003 0.002 0.003 0.002
SAP aki degerleri
142 0.0003 | 0.000145 | 0.0006 [ 0.0002 | 0.0006 | 0.00034 | 0.0004 | 0.0003
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(R54, R62) sifir olarak belirlenmis, buna karsilik HSer, Thr, Met sentez akilar1 (R60,

R61, R63) ise referans prosese gore yliksek olarak bulunmustur.

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi Lys eklenen proseslerde TCA yolizi sentez akilar1 (R33-
R43) t=21 st’ta referans prosese gore diisiik olarak gozlenirken, t=42 st’ta maksimum

aktivitenin gozlendigi 2.5 mM Lys igeren proseste diigiik olarak gézlenmistir.

Cizelge 4.12°de goriildigii gibi Lys eklenen tiim proseslerde glikoliz yolizi akilar1 (R1-
R13) t=21 st’ta referans prosese gore diisiikk olarak belirlenmis, t=42 st’ta ise
maksimum aktivitenin gézlendigi 2.5 mM Lys igeren ortamda diisiik, diger iki ortamda
yiiksek olarak belirlenmistir. Maksimum aktivitenin belirlendigi 2.5 mM Lys iceren
proseste glikoliz yolizi akilarinin ¢ogunlugu t=42 st’ta sifir olarak belirlenmis diger

akilarda ¢ok diisiik kalmistir.

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi Lys eklenen tiim proseslerde pentoz fosfat yolizi akilari
(R14-R25) t=21 st’ta referans prosese gore 7.5 mM Lys eklenen ortam haricinde yiiksek
olarak belirlenmis, t=42 st’ta ise aktivitenin 2.5 mM ve 7.5 mM Lys iceren proseslerde
diisik 5.0 mM Lys iceren proseste ise yliksek olarak belirlenmistir. Maksimum

aktivitenin belirlendigi 2.5 mM Lys iceren proseste pentoz fosfat yolizi inaktiftir.

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi t=42 st’ta, SAP iiretim akilar1 incelendiginde (R142),
maksimum aktivitenin gozlendigi 2.5 mM Lys iceren ortamin akisinin referans

ortamdakine gore en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.13’de goriildiigii gibi Met igeren proseslerde Asp grubu amino asitlerin sentez
akilar1 en fazla inhibisyonun meydana geldigi 0.4 mM Met igeren proseste referans
prosese gore artig gostermis, diger iki ortamda ise t=21 st’ta artis gozlenmesine ragmen

t=42 st’ta ise diislis gbzlenmistir. Asn sentez akis1 (R54) t=42 st’taen az inhibisyonun

130



Cizelge 4.12 Lys eklenen SAP iiretim prosesinde hiicrei¢i tepkime akilari

Tepkime Ref Ref Cpy=2.5mM Crys=5.0 mM Cry=7.5 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
i)  Glikoliz Yolizi Aki Degerleri
1 8.579 0.100 1.420 0.000 0.995 0.172 0.204 0.477
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 0.000 0.000 0.664 0.172 0.204 0.437
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 0.943 0.000 0.603 0.143 3.611 0.454
6 0.000 0.000 0.000 4.23E-04 0.000 0.000 3.408 0.000
7 17.149 0.160 2.358 0.000 1.147 0.284 0.403 0.910
8 0.000 0.000 0.000 8.46E-04 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 2.350 8.46E-04 1.117 0.250 0.393 0.864
10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.923 0.000 0.000 0.018 0.182 0.351
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 17.003 0.000 2.350 0.002 0.000 0.000 0.252 0.000
Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.000 0.017 1.420 0.000 0.331 0.000 0.000 0.040
15 0.000 0.017 1.420 0.000 0.331 0.000 0.000 0.040
16 0.000 0.000 0.943 0.000 0.000 0.000 0.000 0.018
17 0.003 0.000 0.000 0.000 0.061 0.029 0.001 0.000
18 0.002 0.011 0.473 0.000 0.000 4.136E-4 0.001 0.018
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.002 0.011 0.473 0.000 0.000 4.136E-4 0.001 0.018
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
22 0.000 0.000 0.470 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
23 0.004 0.011 0.000 0.000 0.061 0.030 0.002 0.000
24 0.002 0.011 0.473 0.000 0.000 4.136E-4 0.001 0.018
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TCA Dongiisti Aki Degerleri
33 0.069 0.051 2.360 0.025 0.698 0.095 0.291 0.276
34 0.005 0.003 2.360 0.025 0.698 0.095 0.291 0.276
35 0.016 0,045 2,36 0,012 0,698 0,003 0,291 0,276
36 0,006 0.038 2.364 0.012 1.078 0.000 0.285 0.255
37 0.006 0.038 2.366 0.013 1.028 0.000 0.285 0.368
38 0.006 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
39 0.006 0.038 2.366 0.028 1.078 0.092 0.285 0.368
40 0.011 0.007 2.367 0.034 1.518 0.093 0.286 0.375
41 0.009 0.006 2.367 0.047 1.518 0.185 0.286 0.000
42 0.003 0.001 0.000 0,013 0.000 0,092 0.000 0.000
43 0.002 0.001 0.000 0,013 0.000 0,092 0.000 0.000
Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 0.006 0.022 0.428 0.150 0.059 0.061
54 0.005 0.003 3.24E-04 0.000 0.009 0.002 0.003 0.014
55 0.016 0.045 0.006 0.018 0.027 0.146 0.055 0.032
56 0.006 0.038 0.000 0.003 0.011 0.140 0.043 0.007
57 0.006 0.038 0.000 0.003 0.011 0.140 0.043 0.007
58 0.006 0.038 0.000 0.003 0.011 0.140 0.043 0.007
59 0.006 0.038 0.000 0.003 0.011 0.140 0.043 0.007
60 0.011 0.007 0.006 0.015 0.016 0.005 0.012 0.024
61 0.009 0.006 0.003 0.010 0.015 0.005 0.010 0.021
62 0.003 0.001 2.80E-04 0.000 0.005 0.001 0.006 0.005
63 0.002 0.001 0.003 0.005 0.002 0.000 0.001 0.004
SAP aki degerleri
142 0.0003 [ 0.000145 | 0.0003 [ 0.0004 | 0.0005 | 0.0001 [ 0.0002 | 0.0001
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gozlendigi 0.004 mM Met igeren proseste belirlenmis, yine diger bir dallanma noktasi
olan Thr, Met, Ile tepkime akilar1 (R60, R61, R62, R63) referans prosese gore yliksek
seviyede gozlenmistir. En fazla inhibisyonun meydana geldigi 0.4 mM Met iceren
proseste sadece HSer, Thr, Ile, Met akilar1 (R60, R61,R62, R63) referans prosese gore

artis gostermistir.

Cizelge 4.13’de goriildiigii gibi glikoliz yolizi (R1-R13) ve TCA dongiisii akilar1 (R33-
R43) t=21 st’ta tiim proseslerde referans prosese gore diisiik olarak belirlenmis, t=42

st’ta ise tlim proseslerde yiiksek olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.13°de goriildiigii gibi Met igeren tiim proseslerde Pentoz fosfat yolizi akilari
(R14-R25), en az inhibisyonun goézlendigi -0.04mM Met igeren ortam haricinde- her iki

kalma siiresinde de referans prosese gore yiiksek olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.13’de goriildigii gibi t=42 st’ta, SAP iiretim akilar1 incelendiginde (R142), en
az inhibisyonun gozlendigi 0.004 mM Met iceren prosesin akisinin referans
ortamdakine gore en yliksek seviyede oldugu belirlenmistir. Diger iki proseste ise SAP

akilar1 (R142) referans prosese gore diisiiktiir.
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Cizelge 4.13 Met eklenen SAP iiretim prosesinde hiicrei¢i tepkime akilari

Tepkime Ref Ref Crmei=0.004 mM Cumei=0.04 mM Cumei=0.4 mM
No: R# | t=21st t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st t=21st | t=42st
Glikoliz Yolizi Aki Degerleri
1 8.579 0.100 0.102 2.415 2.415 0.187 0.669 5.421
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 8.579 0.083 0.000 2.415 2.415 0.000 0.000 2.716
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 8.576 0.083 0.066 2.357 2.410 0.119 0.443 3.618
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
7 17.149 0.16 0.166 4.664 4.820 0.292 1.107 8.136
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
9 17.135 0.143 0.159 4.585 4.809 0.281 1.081 7.225
10 0.000 0.000 0.000 0.000 4.809 0.000 0.000 0.000
11 8.544 0.000 0.054 1.955 2.382 0.068 0.410 0.000
12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
13 17.003 0.000 0.000 3.351 4.006 0.000 0.546 6.269
Pentoz Fosfat Yolizi Aki Degerleri
14 0.000 0.017 0.102 0.000 0.000 0.187 0.669 2.705
15 0.000 0.017 0.102 0.000 0.000 0.187 0.669 2.705
16 0.000 0.000 0.066 0.000 0.000 0.119 0.443 0.902
17 0.003 0.000 0.000 0.058 0.005 0.000 0.000 0.000
18 0.002 0.011 0.034 0.025 0.001 0.066 0.222 0.902
19 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
20 0.002 0.011 0.034 0.025 0.001 0.066 0.222 0.902
21 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.221 0.000
22 0.000 0.000 0.032 0.000 0.000 0.053 0.221 0.000
23 0.004 0.011 0.000 0.083 0.005 0.000 0.000 0.000
24 0.002 0.011 0.034 0.025 0.001 0.066 0.222 0.902
25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
TCA Dongiisii Aki Degerleri
33 0.069 0.051 0.050 4.423 4.002 0.135 0.546 7.170
34 0.005 0.003 0.050 4.423 4.002 0.135 0.546 7.170
35 0.016 0.045 0.003 4.423 3.210 0.135 0.000 7,17
36 0.006 0.038 0.000 4.407 3.208 0.132 0.000 7.167
37 0.006 0.038 0.000 5.324 3.208 0.122 0.000 7.185
38 0.006 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
39 0.006 0.038 0.047 5.387 4.000 0.132 0.546 7.185
40 0.011 0.007 0.208 5.449 4.002 0.143 0.549 7.185
41 0.009 0.006 0.000 5.449 4.794 0.143 1.095 7.185
42 0.003 0.001 0.047 0.000 0.792 0.000 0.546 0.000
43 0,002 0,001 0,047 0.000 0,792 0.000 0.546 0.000
Aspartik Asit Grubu Amino Asitleri Aki Degerleri
53 0.069 0.051 0.169 1.027 0.791 0.008 0.549 0.016
54 0.005 0.003 0.000486 0.012 0.002 0.002 0.000 0.000
55 0.016 0.045 0.008 1.009 0.788 0.005 0.546 0.014
56 0.006 0.038 0.003 1.009 0.785 0.001 0.535 7.76E-04
57 0.006 0.038 0.003 0.006 0.785 0.001 0.535 7.76E-04
58 0.006 0.038 0.003 0.006 0.785 0.001 0.535 7.76E-04
59 0.006 0.038 0.003 0.006 0.785 0.001 0.535 7.76E-04
60 0.011 0.007 0.005 1.003 0.003 0.003 0.011 0.013
61 0.009 0.006 0.00081 1.000 9.94E-04 0.003 0.000 0.008
62 0.003 0.001 0.00027 0.986 9.34E-04 | 9.90E-04 | 6.70E-04 0.002
63 0.002 0.001 0.004 0.003 0.002 4.95E-04 0.011 0.005
SAP aki degerleri

142 0.0003 | 0.000145 [ 0.00003 | 0.000004 | 0.00001 | 0.0001 | 0.00007 | 0.0001
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Rekombinant Bacillus licheniformis ile serin alkali proteaz enzimi i¢in biyoproses
gelistirilmesi amaciyla yapilan arastirmalar sonunda (Calik vd 2000) aspartik asit grubu
amino asitlerin hiicre i¢inde hiz kisitlayicit basamak (darbogaz) olusturabileceginin ileri
stiriilmesiyle hiicreici kisitlamalarin belirlenebilmesi i¢in “Aspartik asit grubu amino
asitlerin serin alkali proteaz (SAP) enzimine iiretimine etkisinin aragtirilmasi” konulu
yiiksek lisans arastirmasinda SAP geni (subC) pHV1431 plasmidi tasiyan rekombinant
Bacillus tiirii mikroorganizmalar kullanilarak, SAP iiretimini arttiran aspartik asit grubu
amino asitlerin belirlenmesi ve bunlarin metabolik yolizine etkisinin arastiriimasi
amaclanmistir. Bu nedenle arastirmalarin ilk asamasinda r-B.licheniformis, r-B.subtilis,
r-B.amyloliquefaciens, r-B.sphaericus (pHV1431.::subC) ile serin alkali proteaz
enziminin hiicrei¢i tiretimini kontrol eden aspartik asit grubu amino asitlerin farklh
ekleme zamanlarinda ve Cyx=0-15 mM derigim arali§inda arastirilmis ve SAP {iretimini
arttiran amino asitlerin optimum ekleme zamanlar1 ve derigimleri belirlenmistir.
Sonuglarin hem tekrarlanabilirligini gostermek hem de iki farkli kalma siiresi i¢in
metabolik yolizi analizinin yapilmasi i¢in ii¢ farkli derisimde aspartik asit grubu amino
asitlerin SAP aktivitesine, {iriin ve yan-iiriin dagilimlarina ve metabolik yolizi akilarina

etkisi arastirilmistir.

Calik vd tarafindan SAP verim ve se¢imliligini arttirmak amaciyla metabolik yolizi
analizi yapilarak elde edilen aragtirma sonuglarinda, SAP sentezinde hiicrei¢i amino asit
akilarinin biiyiik 6nem tagidig1 belirtilmis, SAP yapisinin %26’sin1 olusturan aspartik
asit grubu amino asitlerin aki degerlerinin biyoproses siiresince diisiik oldugu
belirlenmis ve bu amino asitlerin diger amino asitlere goére daha fazla darbogaz
olusturabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle ilk olarak aspartik asit grubu amino
asitlerin SAP  iretimine etkisi aragtinnlmig, bu amagla r-B.licheniformis
(pHV1431::subC) ile optimum derisimde karbon kaynagi (glukoz) ve azot kaynagi
((NH2)HPO.) igeren iiretim ortamlarina farkli ekleme zamanlarinda (t=0 st, 18 st, 24 st)

Caa= 0-15 mM derisimde amino asit eklenerek SAP aktivitesinin proses siiresince
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degisimi incelenmis, sonuglar amino asit igermeyen referans prosesle karsilagtirilmistir.
Deneyler sonunda hem sonuglarin tekrarlanabilirligini gostermek hem de optimum
sayida analiz yapmak amaciyla her amino asit i¢in belirlenen en uygun ekleme aninda
ve belirlenen ii¢ derisimde bir set deney daha yapilarak iiretim ortamina eklenen amino
asitlerin substrat tiiketimine, mikroorganizma ¢ogalmasina, SAP {iretimine ve hiicre dis1
amino asit dagilimlarina etkisi arastirilmis ve iki kalma stiresi belirlenerek (t=21 st, 42
st) metabolik yolizi analizi yapilmistir. Yapilan deneyler sonunda Met disindaki biitiin
amino asitlerin SAP iiretimini arttirdigi Met ise diisiik derisimlerde dahi iiretimi inhibe
ettigi belirlenmistir. Aspartik asit grubu amino asitlerin optimum ekleme anlari,

derisimleri ve aktiviteye etkisi Cizelge 5.1°de verilmistir.

Diger taraftan farkli rekombinant Bacillus tiirleriyle de (B.amyloliquefaciens,
B.sphaericus, B.subtilis) birer set deney yapilmis ve aspartik asit grubu amino asitlerin

mikroorganizma tiiriine bagl olarak enzim iiretimine etkisi Cizelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.1 Aspartik asit grubu amino asitlerin »-B./icheniformis ile enzim iiretimine

etkisi
Amino asit Asp Asn Thr Lys Ile Met
Optimum ekleme ani, sn | 0 18 18 0 18 -
Optimum derisim, mM 7.5 5.0 7.5 2.5 15 -
Aktivite degeri, U/cm’ 1067 1114 964 874 1053 -
Aktivite artis miktari 1.35 1.38 1.32 1.12 1.25 Azalma

Cizelge 5.2 Aspartik asit grubu amino asitlerin 7-Bacillus tirli mikroorganizmalar ile
enzim {iretimine etkisi

Mikrorganizma Asp Asn Thr Lys Ile Met
r-B.licheniformis 1.35 1.38 1.32 1.12 1.25 azalma
r-B.subtilis 1.28 1.25 1.30 1.67 azalma 1.41
r-B.amyloliquafaciens 1.35 1.25 azalma | azalma | azalma -
r-B.sphaericus 1.35 | azalma 1.26 1.22 1.35 -

135




Cizelge 5.2°de goriildigli gibi farkli r-Bacillus tiirlerinde farkli amino asitlerin
aktiviteyi olumlu ya da olumsuz farkli oranlarda etkiledigi, bunun sebebinin de
mikroorganizmalarin regililasyon mekanizmalarinin birbirinden farkli olmasindan ileri

geldigi belirlenmistir.

Aspartik asit grubu amino asitlerin regiilasyon mekanizmalar1 incelendiginde ise bu
amino asitlerin hiicreici biyosentez ve katabolizma tepkimelerini katalizleyen enzimler
ile iiretim ortamma amino asit eklendigi kosullarda metabolik yolizleri iizerinde
meydana gelen inhibisyonlarin dogrudan iligkisi olabilecegi diisliniilmiigtiir. Bu
regiilasyonlar her mikroorganizma i¢in farklilik gdstermekle birlikte incelenen amino

asit derisim aralig1 da 6nemlidir.

Maksimum aktivitenin gozlendigi optimum derisimde (7.5 mM) Asp eklenen prosesin
hiicrei¢i Asp grubu amino asit biyosentez akilari incelendiginde Lys yolizi akilarinin
referans prosese gore diisiik olmast (R55, R56, R57, R58, R59) diger dallanma
noktasindaki HSer, Thr, Ile, Met (R60, R61, R62, R63) akilarinin ise yiiksek olmasi
sonucu, ortama eklenen Asp tarafindan Lys yolizinde yer alan dihidropikolinat sentaz
enziminin inhibisyona ugradig1 ve Lys yolizini inaktif duruma getirdigi belirlenmistir.
Literatiirde dihidropikolinat sentaz enziminin hangi amino asitler tarafindan inhibisyona

ugradig bilinmemektedir.

Maksimum aktivitenin gozlendigi optimum derisimde (5.0 mM) Asn eklenen proseste
hiicrei¢i Asp grubu amino asit biyosentez akilar1 incelendiginde Lys yolizi akilarinin
(R55, R56, R57, R58, R59) referans prosese gore yiiksek olmasi ve Thr, Ile, Met (R61,
R62, R63) akilarmin ise diigsiik olmasi sonucu, homoserin dehidrojenaz enziminin
inhibisyona ugradigi ve Thr, Met, Ile iiretiminin inaktif hale geldigi belirlenmistir.
Ayrica hiicre dis1t amino asit derisimleri incelendiginde hiicre disinda Thr, Met ve Ile
derigimlerinin diisiik olmasi1 bu amino asitlerin mikroorganizma tarafindan hiicre igine
almip kullanildigin1 gostermistir. Literatiirde homoserin dehidrojenaz enziminin Met,
Ile, Thr tarafindan inhibisyona ugradigi halde Asn tarafindan herhangi bir inhibisyona

ugradigi belirtilmemistir.
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Diger taraftan maksimum aktivitenin gozlendigi optimum derisimde (7.5 mM) Thr
eklenen proseste Asp grubu amino asitlerin biyosentez akilarinin hepsinde referans
prosese gore artis gozlenmesi sonucunda tiim yolizleri tizerindeki enzimlerin herhangi
bir inhibisyona ugramadigi anlasilmistir. Literatiirde Thr eklendiginde homoserin
dehidrojenaz, aspartokinaz III ve homoserin kinaz enzimlerinin inhibisyona ugradigi
verilmesine ragmen, bu c¢alismada bdyle bir inhibisyon etkisinin goriilmemesinin
prosese eklenen amino asitin optimum derisimde olmasinin da etkili oldugu sonucuna

varilmgtir.

Maksimum aktivitenin gozlendigi optimum derisimde (15 mM) Ile eklenen proseste
dihidropikolinat sentaz enziminin inhibisyona ugradig1 Lys yolizi akilarinin (R55, R56,
R57, R58, R59) referans prosese gore diisiik olmasindan ve diger dallanma noktasi
akilarinin HSer, Met, Ile, Thr (R60, R61, R62, R63) yiiksek olmasindan anlagilmistir.
Ayrica hiicre disinda Lys derisiminin referans ortama gore diisiik olmasi bu amino asitin
hiicre disindan mikroorganizma tarafindan alinarak kullanildigini  gdstermistir.
Literatiirde dihidropikolinat sentaz enziminin hangi amino asitler tarafindan inhibisyona

ugradigt ile ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.

Aspartat semialdehitten c¢ikilarak dihidropikolinat sentezlenmesi ve Lys olusumu
regiilasyon basamaklari1 incelendiginde optimum derisimde Lys (2.5 mM) eklenmesi
sonucunda Lys yolizinin aki degerlerinin (R55, R56, R57, R58, R59) diisiik olmasi,
diger dallanma noktas1 olan HSer, Thr, Met akilarinin (R60, R61, R63) yiiksek olmasi,
Ile sentez akisinin (R62) ise sifir olmasi Lys yolizindeki dihidropikolinat sentaz
enziminin inhibe oldugu ve bundan dolay1 Thr ve Met dallanmasinin aktif hale geldigini
gostermistir. Hiicre dis1 amino asit derigimleri incelendiginde Thr derisiminin referans
ortama gore yiiksek olmasi bu amino asitin mikroorganizma tarafindan hiicre i¢inde
tiretildigini gostermistir. Diger yandan Ile biyosentez akisinin sifir olmasi sonucunda
treonin sentaz enziminin de inhibisyona ugradigi ve hiicrei¢i tiretiminin gergeklesmedigi
sonucuna ulasilmis ve bu amino asitin hiicre dig1 derigimleri incelendiginde de ortamda
hi¢ bulunmadig1r ve mikroorganizma tarafindan kullanildig1 belirlenmistir. Literatiirde

dihidropikolinat sentaz enzimini inhibe eden amino asitler bilinmemektedir.
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Homoserin iizerinden Met ve Thr sentez regiilasyonu incelendiginde ortama Met ilave
edildiginde en fazla inhibisyonun gozlendigi proseste (Cye=0.4 mM) Lys yolizinin aki
degerlerinin (R55, R56, R57, R58, R59) diisiik , HSer, Thr, Met (R60, R61, R63)
akilarinin ise referans proses akilarina gore yiiksek oldugu belirlenmis ve bu sonuglarla
birlikte lizin yolizi iizerindeki dihidropikolinat sentaz enziminin inhibe oldugu sonucuna
varilmistir. Ayrica hiicre disinda Lys derisiminin diisiik oldugu belirlenmis ve bu amino
asitin hiicre i¢ine alinarak kullanildig1 goriilmiistiir. Literatiirde dihidropikolinat sentaz
enzimini inhibe eden amino asitler belirtilmemistir. Ayrica metionin yapisinda bulunan

kiikiirt bileseninin SAP {iiretimini inhibisyona ugrattig1 belirlenmistir.

Metabolik yolizi analizinin sonucunda SAP iiretiminde ortama optimum ekleme aninda
ve optimum derisimde eklenen Asp, Asn, Thr, Ile, Lys’nin SAP {iretimini arttirarak
tiretimde bir darbogaz olmaktan ¢iktig1r belirlenmis, bu calismadan sonra yapilacak
caligmalarda mikroorganizmalarda regiilasyon mekanizmalar dikkate alinarak genetik
modifikasyon yapilmasi durumunda iiretimin daha fazla arttirabilecegi sonucuna

ulagilmistir.
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EK 1 Mikroorganizma Derisimi Kalibrasyonu

Absorbans

0,6

0,4

0,2

0,025 0,04 0,1 0,125 0,175 0,2
Cx, kg/m3
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EK 2 Serin Alkali Proteaz (SAP) Aktivitesi Kalibrasyonu

SAP aktivitesi, enzimin kazein ile enzimatik hidrolizi sonunda aciga c¢ikan
hidrolizatlarin absorbansinin Olglilmesi ile belirlenmektedir. Enzimatik hidrolizi
sonunda a¢iga ¢ikan hidrolizatlar arasinda en fazla tirozin derisiminin oldugu ve diger
tirlinlerin ise bunun yaninda ihmal edilebilir derisimlere sahip oldugu varsayimi ile
farkli derisimlerde hazirlanan tirozin ¢dzeltilerine karsi 275 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢iimleri okunmustur. Elde edilen veriler sekilde gosterilmis ve SAP

aktivitesi denklem (E.1)’de tanimlanmuistir.

A= (EgimxAbsorbans)umol/ml xS¢ x 10°  x U (ED)
20dk 1umol 4nmol/dk
3
25 -

Absorbans
o

05 r

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

3
Cryr, mol/m
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EK 3 DNS Yéntemi i¢cin Indirgenmis Seker Derisimi Kalibrasyonu

0,8 r

0,6

04 -

Absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,3
Cg, kg/m3
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EK 4 DNS Yontemi ile Toplam Indirgenmis Seker Tayini icin Reaktif

Hazirlanmasi

1. a) 880 cm’ %1 (W/v)’lik DNS ¢ozeltisi hazirlanir.
8.8 gr dinitrosalisilik asit (DNS) tartilarak 880 cm® damutik suda ¢oziiliir.

b) 225 g ROCHELLE tuzu (sodyum potasyum tartarat cozeltiye eklenerek

karistirilir.

¢) Bu ¢ozeltiye 300 cm® %4.5 NaOH ¢ozeltisi eklenir.
%4.5 NaOH c¢ozeltisi, 13.5 gr NaOH 300 cm® damitik suda ¢oziilerek hazirlanir.

2. a)22cm’ %10 NaOH ¢ozeltisi hazirlanir.
gr NaOH 22 cm’ damutik suda ¢oziiliir.

b) Cozeltiye 10 gr kristalize fenol katilir ve karisima 100 cm® damutik su ilave

edilir.
¢) Bu alkali fenol karigimindan 60 cm’ alarak 6.9 gr NaHCO? ile karstirilir.
Birinci basamaktan elde edilen DNS-alkali ¢ozeltisine ikinci basamakta elde edilen

cozelti eklenerek ROCHELLE tuzu ¢oziiliinceye kadar karistirilir. Hazirlanan ¢ozelti

koyu renkli bir sisede saklanir ve hazirlandiktan 48 saat sonra kullanilir.
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EK 5 Amino asitlerin kalma siireleri

Amino asit Kalma siiresi Alan
Asparajin 34 391760
Aspartik asit 3.717 335777
Glutamik asit 4.567 642293
Serin 6.733 667187
Glisin 7.267 506892
Histidin 7.783 671482
Arginin 8.050 584854
Triyonin 8.450 525722
Alanin 8.733 1037038
Pirolin 9.017 797203
Tirozin 10.750 687203
Valin 11.500 979836
Metionin 11.800 641708
Sistein 12.017 692907
[zol6zin 12.783 441157
Lo6zin 12.883 396279
Fenilalanin 13.050 643453
Triptofan 13.130 1071105
Ornitin 13.367 666594
Lizin 13.567 434495
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