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OZET

DOKTORA TEZi

L-GLUTAMINAZ URETICiSi BAKTERILERIN TOPRAKTAN TARANMASI,
IZOLASYONU, iDENTIFIKASYONU VE L-TEANININ ENZIMATIK URETIMININ
GELISTIRILMESI

Esra AYGUN
Damisman: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Amag: L-theanine (teanin), ¢caydaki umami tadini saglayan ve bircok farmakolojik etkiye sahip olan
bir aminoasittir. Enzimatik sentez yontemi, L-teanin tretiminde yiiksek verim, yiiksek saflik ve diisiik
enerji tiiketimi gibi avantajlar sunar ve endiistriyel tiretim i¢in uygundur. Ancak, L-teanin biyosentezi
icin gerekli enzimlerin mikrobiyal kaynaklart siirlidir, bu yiizden daha fazla mikrobiyal kaynagin
taranmasi ve enzimatik 6zelliklerinin incelenmesi gerekmektedir. Bu tez caligmasinda amag, yiiksek
verimli L-teanin tiretimi igin literatiirde belirtilen bakteri tiirleri disinda yeni bir bakteriyel tiir veya sus
taranmasi, bu izolatlardan L-glutaminaz enzimi iiretimi ve bu enzim kullanilarak yiiksek verimli L-
teanin {iretiminin saglanmasidir.

Yontem: Ilk olarak, Tiirkiyenin farkli bolgelerinden temin edilen topraklardan L-glutaminaz ve L-
teanin {iretim potansiyeline sahip bakteri izolasyonu gerceklestirildi. izole edilen suslar kullanilarak L-
glutaminaz enzimi iretildi. Enzim aktivitesini artirmak amaciyla, enzim firetim ortam kosullar
istatistiksel optimizasyon programi (Plackett-Burman) kullanilarak optimize edildi. Daha sonra segilen
bakteri ve uygun besiyerinde iiretilen L-glutaminaz kiltiir iist sivis1 kullanilarak L-teaninin enzimatik
sentezi gergeklestirildi. Son olarak L-teaninin biyotransformasyon veriminin artirilmasi amaciyla
iretim kosullari, Yanit Yiizeyi Metodolojisi (RSM) kullanilarak optimize edildi ve sonuglar LC-MC
analiziyle kantitatif olarak belirlendi.

Bulgular: Temin edilen toprak numunelerinden toplamda 132 adet bakteri izole edildi. Bu izolatlar bir
dizi taramaya tabi tutuldu ve sonrasinda en yiiksek aktivitede L-glutaminaz ve en yiiksek
konsantrasyonda L-teanin iireten bakteriler segilerek bu say1 4’e disiiriildii. Daha sonra yapilan
konvensiyonel ve molekiiler analizler sonucunda segilen bu 4 izolat (E-5: Lysinibacillus
parviboronicapiens (Genbank No:PP819541), E-11: Aeromonas media (Genbank No:PP819513), E-
12: Bacillus arachidis (Genbank No0:PP819540), ve E-9: Pseudomonas iridis (Genbank
No0:PP828586), ) tiir diizeyinde tanilandi. Yapilan taramalar sonucunda en yiiksek verimde tiretimi
saglayan E-9 kodlu bakteri segilerek ¢alismaya bu susla devam edildi. Enzim iretim verimini
arttirmak amaciyla besi yeri optimizasyonu yapildi. Plackett-Burman tasariminda elde edilen verilere
gbre glutaminaz aktivitesi en iyi ortam sartlar1 (Inkiibasyon siiresi: 40 saat, pH 7,0, sicaklik 30°C, C
kayanagi glukoz ( 2 g/L), N kaynagi amonyum siilfat (1 g/L), ¢alkalama hiz1 130 rpm/dak) belirlendi.
Belirlenen en iyi kosullarda tiretilen enzim kullanilarak L-teaninin enzimatik sentezi gergeklestirildi ve
iretim parametreleri optimize edilerek (1:5 molar oran L-glutamin(dondr):etilamin(aseptor, pH 11,
sicaklik 40 °C, enzim miktar1 3mL) LC-MC analiziyle %76,204 verimle (0,025g/L) L-teanin iiretimi
saglandig1 kaydedildi.

Sonuc¢: Bu tez kapsaminda; mikrobiyal L-glutaminaz enzim iiretimi ve L-teanin biyosentezi i¢in en
uygun bakteriyal sus arastirilmis ve daha 6nce literatiirde bu amagla kullanilmamis olan Pseudomonas
iridis E-9 susu izole edilerek L-glutaminaz ve L-teanin iiretimi saglanmistir. Uretilen L-teaninin
mikrobiyal kayanaginin yeni olmasi ve iiretim miktarinin yiiksek olmasi ¢aligmada gelistirilmis olan
bu tiriniin patentlenme potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: L-teanin, L-glutaminaz, biyokataliz, biyotransformasyon, izolasyon,
identifikasyon, LC-MC.

Temmuz 2024, 89 sayfa



ABSTRACT

DOCTORAL THESIS

SCREENING, ISOLATION AND IDENTIFICATION OF L-GLUTAMINASE PRODUCING
BACTERIA FROM SOIL AND DEVELOPMENT OF ENZYMATIC PRODUCTION OF L-
THEANINE

Esra AYGUN
Supervisor: Prof. Dr. Melda SISECIOGLU

Purpose: L-theanine is an amino acid that provides the umami flavor in tea and has many
pharmacological effects. The enzymatic synthesis method offers advantages such as high yield, high
purity and low energy consumption in the production of L-theanine and is suitable for industrial
production. However, microbial sources of enzymes required for L-theanine biosynthesis are limited,
so more microbial sources need to be screened and their enzymatic properties need to be studied. The
aim of this thesis is to screen a new bacterial species or strain other than the bacterial species
mentioned in the literature for high efficient L-theanine production, to produce L-glutaminase enzyme
from these isolates and to ensure high efficient L-theanine production using this enzyme.

Method: Firstly, bacteria with L-glutaminase and L-theanine production potential were isolated from
soils obtained from different regions of Turkey. L-glutaminase enzyme was produced using the
isolated strains. In order to increase enzyme activity, enzyme production environmental conditions
were optimized using statistical optimization program (Plackett-Burman). Then, enzymatic synthesis
of L-theanine was performed using the selected bacteria and L-glutaminase culture supernatant
produced in the appropriate medium. Finally, the production conditions were optimized using
Response Surface Methodology (RSM) to increase the biotransformation efficiency of L-theanine and
the results were quantitatively determined by LC-MC analysis.

Findings: A total of 132 bacteria were isolated from the soil samples. These isolates were subjected to
a series of screenings and then the number was reduced to 4 by selecting the bacteria producing L-
glutaminase with the highest activity and L-theanine with the highest concentration. These 4 isolates
(E-55: Lysinibacillus parviboronicapiens (Genbank No: PP819541), E-11: Aeromonas media
(Genbank No: PP819513), E-12: Bacillus arachidis (Genbank No: PP819540), and E-9: Pseudomonas
iridis (Genbank No: PP828586)) were then identified to species level by conventional and molecular
analysis. As a result of the screening, the E9 coded bacterium, which provided the highest production
efficiency, was selected and the study was continued with this strain. Media optimization was
performed to increase enzyme production efficiency. According to the data obtained in Plackett-
Burman design, glutaminase activity was optimized with the best medium conditions (Incubation time:
40 h, pH 7.0, temperature 30°C, C source glucose (2 g/L), N source ammonium sulfate (1 g/L),
shaking speed 130 rpm/min) were determined. Enzymatic synthesis of L-theanine was carried out
using the enzyme produced under the best conditions determined and the production parameters were
optimized (1:5 molar ratio L-glutamine (donor):ethylamine (acceptor, pH 11, temperature 40 °C,
enzyme amount 3mL) and LC-MC analysis showed that L-theanine production was achieved with
76.204% yield (0.025¢g/L).

Results: In this thesis, the most suitable bacterial strain for microbial L-glutaminase enzyme
production and L-theanine biosynthesis was investigated and Pseudomonas iridis E9 strain, which has
not been used for this purpose in the literature before, was isolated and L-glutaminase and L-theanine
production was achieved. The fact that the microbial source of L-theanine produced is new and the
production amount is high shows that this product developed in this study has the potential to be
patented.

Keywords: L-theanine, L-glutaminase, biocatalysis, biotransformation, isolation, identification, LC-
MC.

June 2024, 89 pages
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GIRIS

Besinlerin ve yenilebilir birgok bitkinin hastaliklari 6nleme yetenegine sahip oldugu
diistincesi ve hastaliklarin tedavisinde kullanilmalar1 glinimiizden birka¢ binyil 6ncesine
kadar uzanir. Bu sekilde kullanilan tiim besinler ve bitkiler fonksiyonel gida olma niteligi
tasimaktadir. Fonksiyonel gidalar, temel beslenme gereksinimlerini karsilamanin yani sira
viicut lizerinde 6zel fizyolojik etkileri olan ve hastaliklar1 6nlemede veya tedavi etmede etkili
olan gidalar olarak tanimlanmaktadir. Fonksiyonel gida terimi ilk defa 1984 yilinda
Japonya’da 90 bilim insaminin katilimiyla gergeklestirilen “Gida Fonksiyonlarmin
Gelistirilmesi ve Sistemik Analizi (Systematic Analysis and Development of Food
Functions)” isimli aragtirma programinda tanimlanmistir (Pilase 2010). Fonksiyonel gidalarin
tanim1 konusunda farkli goriigler olsa da genel kabul goren goriis, fonksiyonel gidalarin
fiziksel veya psikolojik olarak sagliga olumlu katki sagladigi, hastaliklarin baglamasini
onledigi veya tedavi etme potansiyeline sahip bir {iriin olarak tanimlanabilecegi yoniindedir.
Bir gidanin fonksiyonel olabilmesi i¢in probiyotik mikroorganizmalar, prebiyotik maddeler ve
biyoaktif bilesenler gibi etkenlere sahip olmasi ve bu etkenlerin viicudun ilgili bolgesine
yeterince gonderilebilmesi gereklidir. Cay bitkisi, sagliga yararliligiyla ve icerdigi biyoaktif
bilesenleri ile en dnemli fonksiyonel gidalardan biridir (Sarica ve Ozbay 2023, Giilbandilar ve
ark. 2017).

Theaceae familyasina ait cay bitkisi, 6zellikle Camellia sinensis tiirii, diinya ¢apinda
yaygin olarak tiiketilen bir i¢ecegin kaynagidir. Son zamanlarda yapilan in vivo, in vitro,
hayvan ve insan c¢aligsmalar1 ile ¢aym kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler hastaliklar, seker
hastalari, baz1 kanser tiirleri, obezite vb. gibi bulasict olmayan kronik hastaliklarda énemli
saglik etkileri oldugu belirtilmistir (Vuong et al. 2011). Caym saglik etkileri ile ilgili birincil
biyoaktif bilesenler; katesinler ve kafein olarak bilinse de, ¢aya 6zgili proteinik olmayan bir

amino asit olan teanin amino asidinin saglik etkileri son yillarda 6ne ¢ikmaktadir.

Sistematik olarak N-etil-y-L-glutamin olarak adlandirilan L-teanin, ¢ay yapraklarinda
bulunan serbest amino asitlerin %50'sinden fazlasini1 olusturan, protein yapisina katilmayan,
suda ¢oziinebilen bir amino asittir. Cayin karakteristik bir amino asidi olan L-teanin, ¢ayin
taze umami tadimi biiyiik 6l¢iide etkiler, Kafeinin ac1 tadimi giderir ve saglik agisindan da
cesitli faydalar1 vardir (Chen et al. 2023). L-teanin; gevsemenin arttirilmasi, konsantrasyon ve

O0grenme yeteneginin gelistirilmesi gibi etkilerle iliskilidir. Bununla beraber, belirli



kanserlerin ve kardiyovaskiiler hastaliklarin nlenmesi, kilo verme siirecinin hizlandirilmasi
ve bagisiklik sisteminin yiikseltilmesi gibi saglik yararlariyla da baglantilidir (Vuong et al.
2011).

L-teaninin kiiresel pazar degeri son yillarda 54 milyon ABD dolar1 olarak belirtilmis
olup, gelecekte bu talebin artmasi beklenmektedir. L-teanin genellikle ¢ay bitkilerinden veya
yesil ve siyah ¢ay gibi farkli ¢ay tiirlerinden dogrudan ekstraksiyon ve izolasyon yoluyla elde
edilmektedir. Ancak, ¢ay yapraklarmin L-teanin igerigi kuru agirhigmin yalnizca %]1-2'si
kadardir ve ekstrakte edilen L-teanin aym1 zamanda kafein ve katesinler gibi ayrilmasi zor
olan diger bilesenleri de igermektedir (Tirkozii & Sanlier 2017). EK olarak, mevsim, toprak
tipi ve bilesimi gibi cevresel kosullar da bitkilerdeki L-teanin igerigini etkileyerek endiistriyel
uygulamalarda verimin diisik olmasina ve iiretim maliyetlerinin yiiksek olmasina neden
olmaktadir (Sharma et al. 2018). Son yillarda, L- teaninin kimyasal sentezi bliylik 6lgekli
uygulamalar icin en uygun yontem olarak degerlendirilmistir. Ancak, bu yoOntemin
enantiyoselektivitesi diisiik oldugundan verimlilik sorunlart bulunmaktadir. Bu nedenle,
yenilenebilir kaynaklardan L- teaninin verimli iretimi igin mikroorganizmalara dayali
metabolik veya enzimatik yontemler arastirilmaktadir (Liu et al. 2021). Mikrobiyal L- teanin
biyosentezi, yiiksek 6zgiilliik, bilinen genetik yapi, isleme ve manipiilasyon kolayligi, sistem
ve stereosecicilik, yiiksek hiicre biiylime hizi, diisiik enerji tiiketimi ve diisiik tiretim maliyeti
gibi avantajlar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. L- teanin biyosentezi i¢in ana
enzimler arasinda y - glutamiltranspeptidaz (GGT, EC 2.3.2.2) (Suzuki et al. 2002; Shuai et
al. 2011) glutamin sentetaz (EC 6.3.1.2) (Yamamoto et al. 2006), teanin sentaz (EC 6.3.1.6)
(Deng et al. 2008) ve glutaminaz (EC 3.5.1.2) (Tachiki et al. 1998; Okada et al. 2007),

bulunur. Ancak endiistriyel iiretimde yalnizca GGT ve glutaminaz kullanilmaktadir.

Cok cesitli saglik iglevlerine sahip olan L-teaninin, gida ve ila¢ endiistrilerinde ¢esitli
uygulamalarda ticari olarak kullanimi i¢in enzimatik {iretim prosesinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Gelistirilecek parametreler arasinda L-teaninin biyotransformasyonunu
gerceklestirecek yeni ve/veya farkli bakterilerin bulunmasi; diisiik maliyet ve yliksek verimle
L-teanin tretimi bulunmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda, bu tez g¢alismasinda L-teaninin
enzimatik sentezi i¢in yiiksek molar aktiviteye sahip ekstraseliiler L-glutaminaz tiretiminde
kullanilmak iizere literatlirde bildirilen bakteri tiirii disinda yeni bir bakteriyel tiir veya sus
aragtiritlmasi yapildi ve daha once calisilmamis yeni bir sus olan Pseuodomonas iridis E-9
kullanilarak L-glutaminaz enzimi iiretildi. Daha sonra iiretilen bu enzimin iiretim kosullart

optimize edildi ve en iyi kosullar belirlendi. Son olarak elde edilen L-glutaminaz enzim {ist



stvist kullanilarak L-teaninin enzimatik sentezi gerceklestirildi ve yiiksek verimle L-teanin

iretimi i¢in optimizasyon c¢aligmalar1 yapildi.

L-Theanine (L-Teanin)

Teanin-i(y - glutamiletilamid—> veya—5 - N - etil - glutamin, C7H14N203, MW =
174,2 g/mol), protein yapisina katilmayan ve ¢ayin 6zel umami lezzetine katkida bulunan bir
amino asittir. L-teanin N5 pozisyonunda etillenmis bir glutamin tiirevidir ve kimyasal olarak
D - ve L- teanin olmak iizere iki kiral izomeri olan 2 - amino -4 -( etilkarbamoil) biitirik asit
olarak adlandirilir (Mindt et al. 2020). Dogadaki diger amino asitlere benzer sekilde, teanin
agirlikli olarak L-(S) enantiyomerik formunda ortaya ¢ikar (Sharma et al. 2018).

L- teanin, y - etilamin ve L - glutamikasitten sentezlenen suda ¢6ziiniir bir bilesiktir
(Yu & Yang 2020). L- glutamine benzer bir yapiya sahip olan L- teanin, hiicre zarlarinin
yilizeyindeki L- glutamin reseptorleri igin L- glutamin ile rekabet edebilir. L-teaninin son
yillarda kesfedilen saglik yararlari arasinda rahatlama, noroprotektif etki, kan basincinin
diizenlenmesi ve antitimor etki yer almaktadir (Liu et al. 2021). Ayrica, L- teaninin ¢ok
sayida giivenlik ¢alismasina ve klinik denemelere dayanarak Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan Genel Olarak Giivenli Olarak Taninmis (GRAS) olarak sertifikalandirilmistir.
Saglik yararlari ve giivenligi nedeniyle, L- teanin gida, kozmetik, nutrasétik ve ilag
endiistrileri de dahil olmak iizere cesitli endiistrilerde kullanilmistir ve yasam kalitesinin
iyilestirilmesine biiylik Ol¢iide katkida bulundugu bildirilmistir (Alagawany et al. 2020;
Tiirkozii ve Sanlier 2017). L- teaninin ayrica gida kalitesini iyilestirdigi, gida dokusunu
veya yapisini degistirdigi, gida raf Omrilinii uzattigi ve insanlarda mevcut gida besin
maddelerinin yeteneklerinin 6tesinde avantajli fizyolojik sonuglar sagladigi, L- teanini yararl
bir gida katki maddesi, lezzet degistirici ve fonksiyonel gida bileseni haline getirdigi
gosterilmistir (Sekil 1) (Alagawany et al. 2020; Kallscheuer et al, 2019). Ek olarak, L- teanin
miikemmel isleme Ozelliklerine ve stabiliteye sahiptir ve gida iirlinlerinde (6rnegin, meyve
sular1, kekler, ekmekler, sekerler, joleler, spor icecekleri, ¢ikolata gubuklari, bitkisel olmayan
caylar, ozel siselenmis su ve sakiz) ve gida dis1 {rlinlerde (6rnegin, kozmetikler) yaygin
olarak kullanilabilmektedir (Alagawany et al. 2020; Williams et al. 2016). L- teanin ayrica

recetesiz satilan bir besin takviyesi olarak da satilmaktadir (Sharma et al. 2018).
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Sekil 1. Teaninin gesitli alanlardaki uygulamalar1 (Liu et al. 2021).
Teaninin Kimyasal Yapis1 ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Teanin (y-glutametiletilamid veya 5-N-etilglutamin), Uluslararasi Saf ve Uygulamali
Kimya Birligi (IUPAC) tarafindan 2-amino-4-(etilkarbamoil)biitirik  asit  olarak
adlandirilmigtir. Molekiil formiilii ve molekiil agirlig: sirastyla C7H14N203 ve 174,2 g/mol’diir
(Sekil 2). Diger dogal olarak olusan a-amino asitler gibi teaninin de asimetrik bir karbonu
vardir, dolayisiyla teorik olarak iki kiral izomer vardir, D-teanin ve L-teanin Teanin,
bitkilerde L-glutamik asitten biyosentezlenir ve bu nedenle dogada L-enantiyomer formunda
bulunur (W. Mu et al. 2015).

Sekil 2. L-Teaninin Kimyasal Yapisi (Vuong et al. 2011).

L-theaninin kimyasal yapisi, norotransmitter glutamat ve gama-aminobiitirik asitin
(GABA) kine benzer. L-teanin, glutamatin karboksil ucunun bir etil grubu ve ardindan bagka
bir amino grubu ile degistirilmesiyle olusturulur (Altinkaynak 2018) (Sekil 3).
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Sekil 3. L-teanin, L-glutamate ve L-glutamine'in kimyasal yapis1 (Wang et al. 2022)
Teaninin Bulundugu Kaynaklar

Teanin (y-glutamil etilamid) ilk olarak 1949 yilinda Japonya'da Sakado tarafindan iki
tip cay bitkisinde kesfedilmis ve bir glutamik asit tiirevi tanimlanmistir. 1964 yilinda
Japonya'da bir gida maddesi olarak onaylanmistir. Teanin, Xerocomus badius mantarinda ve

Camellia, Camellia japonica ve Camellia sasanqua gibi bazi gay tiirlerinde bulunabilir.

Cay yapraklarindaki teanin koklerde sentezlenmekte, ¢ay yapraklarinda
yogunlagsmakta ve burada gilines 15181 teanini polifenollere doniistiirmektedir (Sekil 4)
(Thippeswamy et al. 2006). Etilamin birgok bitkinin kdklerinde bulunur ve alaninin enzimatik
dekarboksilasyonuyla firetilir (Deng et al., 2008). Teanin biyosentezi, c¢ay bitkisinin
koklerinde, L-glutamik asit etilamin ligaz veya L-glutamat etilamin ligaz olarak da bilinen
teanin sentetaz enzimi tarafindan meydana gelir. Ortaya ¢ikan teanin daha sonra biiyliyen
stirglinlerin uclarina yerlesir ve karbon cerceve bilesenleri i¢in ¢0zlinmiis nitrojenin ana

kaynagi olarak gorev yapar (Sar1 2010).
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Sekil 4. Cay yapraklarindaki L-teanin igerigini etkileyen faktorler (Li et al. 2022).
L-Teaninin Saghk Uzerine Olumlu Etkileri

Psikolojik stres; depresyonun, ruh hali degisimlerinin, bagisiklik ve yasa bagl
bozukluklarin, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve farkli kanser tiirlerinin ana nedenidir (Rogers
P.J. et al. 2008). in vivo ve in vitro bir¢ok ¢alisma yapilarak teanin'in etkileri incelenmistir. L-
teanin; uyku kalitesini arttirma, rahatlamay1 tesvik etme, 6grenme yetenegini gelistirme, kan
basincin1 diisiirme, depresyonu hafifletme yetenegi, antitiimor ve noroprotektif etki gibi
olumlu fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri nedeniyle bir¢cok gida {iriinlinde (alkolsiiz

icecekler, cikolatalar ve tathlar, vb.) fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Sekil 5).
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Sekil 5. L-teaninin saglik tizerine olumlu etkileri (Saeed et al. 2017).



o L-Teaninin Antioksidan Aktivitesi

L-teaninin in vitro ve in vivo olarak iyi antioksidan aktiviteler sergiledigi birgok
giincel ¢aligmada bildirilmistir. Bu ¢alismalardan birinde kadmiyum oksit ile uyarilmig bir
noronal benzeri sigan feokromositoma hiicre modelinde, L- teaninin, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) sentezini azalttig1 ve antioksidan enzimlerin aktivitesini artirarak oksidatif hasari
zayiflatabildigi goriilmiistiir. L- teaninin antioksidan etkiler gosterdigi, katalaz (CAT) enzim
aktivitesini ve mRNA ekspresyonunu artirdigi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz 1 (Gpx1) seviyelerini yiikselttigi bildirilmistir. Haloperidol (HAL) ile indiiklenen
orofasiyal diskinezi (OD) sigan modellerinde, L- teaninin giiglii antioksidan o0zellikleri
nedeniyle koruyucu etkileri olabilecegi bulunmustur. Bagka bir ¢alismada, L-teanin
tedavisinin HAL ile indiiklenen OD sican modellerinde lipid peroksit ve nitrik oksit (NO)
seviyelerini azalttig1 ve striatumun antioksidan kapasitesini artirdig1 gézlemlenmistir. Hayvan
calismalarinin mevcut kanitlar1 ile birlestirildiginde, teaninin insan tardif diskinezi (TD)
hastaligin1 klinik olarak antioksidan aktivitesi ve NO aktivitesini diizenleyerek tedavi

edebilecegi one siiriilmektedir (Li et al. 2022).

o L-Teaninin Soguk Alginhig1 ve Gribin Onlenmesi Uzerine Etkisi

L - teanin, soguk alginligina ve gribe karst koruma sagladigi gesitli ¢alismalarda
bildirilmistir. Randomize, ¢ift kor, plasebo kontrollii olarak yapilan ¢aligmalar, sistin ve L -
teanin takviyesi olan deneklerde soguk alginligi insidansinin plasebo grubundakinden énemli
Olciide daha diistik oldugunu gdstermistir. Saglik calisanlari iizerine yapilan bir ¢calismada 5
ay boyunca L - teanin veya katesin takviyesi verilen deneklerde L-teaninin influenzaya karsi
onemli 6l¢iide korudugu bildirilmistir (Matsumoto et al. 2011). Baska bir ¢alismada influenza
asis1 vurulan yetiskin bireylerde asilamadan 6nce L - teanin ve L - sistin takviyesi alanlarin
almayanlara oranla influenza asisina karsi bagisiklik tepkisinin arttigi, asilama etkisini
iyilestigi ve serumdaki diisilk hemoglobin seviyelerine sahip yaslilarin bagisiklik koruma

yetenegini arttig1 bildirilmistir (Miyagawa et al. 2008).

o L-Teaninin Kardiovaskiiler Korunma Uzerine Etkisi

L-teanin'in kardiyovaskiiler sistem iizerinde olumlu bir etkisi vardir. L-teanin ve L-
teanin'in, anjiyotensin II tarafindan indiiklenen kiiltiirlenmis vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
(VSMC) cogalmasini ve gogiinii 6nemli 6lgiide engelleyebildigi rapor edilmistir. L-teanin,
sican karotis balon yaralanma modellerinde neointimal olusumunu 6nemli Olglide inhibe
edebilir ve  VSMC'nin kasilma tipinden sentetik tipe doniisiimiinii Onleyebilir. Diger

calismalar, L-teaninin, esas olarak mitojenle aktiflestirilen protein kinaz 1 (MAPK-1)



fosforilasyonunu inhibe ederek neointimal hiperplazi ve iligkili vaskiiler yeniden yapilanma

tizerinde potansiyel etkilere sahip oldugunu ortaya ¢ikardi (Li et al. 2022)

o L-Teaninin lipit diisiiriicii etkisi

Cesitli deneysel calismalar L-teanin lipit disiiriicii 6zelliklere sahip olabilecegini
gostermistir. Zhang et al. (2002) si¢anlarda karaciger tiimorii kaynakli hiperlipidemi iizerine
teaninin etkisini arastirmis ve tiim lipit indekslerinde anlamli bir azalma bulmustur. in vitro
bilimsel c¢alismalar, L-teaninin diisik yogunluklu lipoproteinlerin peroksidasyonunu
Onleyebildigini, dolayisiyla ateroskleroz olasiligini azalttigini gostermektedir. Bu nedenle
teanin, genel bir lipit disiiriicti etkiye katkida bulunan kii¢iik bir bilesen oldugu bildirilmistir
(Saeed et al. 2020).

o L-Teaninin Hipotansiyona olan Etkisi

Yetiskinlerde L-teanin, anti-stres etkileri olan kan basincini diisiiriicii bir madde olarak
gorev yapabilir ve kortikal ndronal uyarilmanin engellenmesini, kayginin azaltilmasini ve
yiiksek basing durumlarda kan basinci artiglarinin kontrol edilmesini etkiler. Teanin, spontan
hipertansif sigan iizerinde hipotansif etki gdstermistir. L-teanin, periferik sinir ve vaskiiler
sistemlerin  diizenlenmesi yoluyla 5-hidroksitriptamin  (5-HT) seviyelerini artirarak
antihipertansif etki gosterdigi ve bununla beraber teanin hayvan beyninde birikerek ve beyin 5
- HT ve metaboliti 5 - hidroksi indol asetik asit (SHIAA) seviyelerini azalttigi bildirilmistir
(Adhikary and Mandal 2017).

o L-Teaninin Néroprotektif etkisi

L - teaninin ndro yaralanma iizerinde noroprotektif etkileri oldugu bildirilmistir. L-
teanin, glutamat ile benzerligi nedeniyle uyarici bir ndrotransmitter olan glutamati antagonist
olarak etkileyerek noérokoruyucu etkiler gosterebilecegi Ongorilmiistiir. Hayvanlarda, L-
teaninin'in hipokampiisdeki post-iskemik sinir dliimiinii azalttigi, serebral enfarkt boyutunu
kiigiilttiigli ve glutamatin kisa siireli maruziyetine bagli sinir Oliimiinii inhibe ettigi
bulunmustur. Bu hayvan calismalarindan elde edilen bulgular, L-teaninin inme gibi beyin
yaralanmalarina karst norokoruyucu etkileri olabilecegini onermektedir. Ancak L-teaninin

insanlarda noérokoruyucu etkilerini inceleyen ¢alisma bulunmamaktadir.
o L-teaninin anti-kanser etkisi
L- teaninin saglik iizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan giincel caligsmalar,

hiicre ve hayvan modellerinde L-teaninin anti-kanser aktivitesini ortaya koymustur. Bu

calismalardan birinde L-teanin ve etil 6-bromokumarin-3-karboksilil L-teanin (TBrC) gibi



tiirevleri, in vitro ve in vivo ¢aligmalarla dogrulanan yiiksek metastatik insan servikal kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve gogiinii 6nemli dl¢iide inhibe edebildigi bildirilmistir (Liu et al.
2016). Bu bilesikler ayrica, servikal kanser hiicrelerinde epidermal biiyiime faktorii reseptorii
(EGFR), Met, Akt ve NF-kB'nin ekspresyonunu ve fosforilasyonunu azaltarak, HGF ve EGF
tarafindan aktive edilen EGFR/Met-Akt/NF-kB sinyal yolunu tamamen inhibe
edebilmektedir. Ayrica, L-teanin ve TBrC'nin tiimdor tagiyan farelerde rahim agzi kanserinin
biliylimesini 6nledigi ancak zararli etkiler gdstermedigi gozlemlenmistir. Yeni yapilan bir
calisgma ise L-teaninin metastatik kanser igin terapdtik potansiyele sahip olabilecegini

onermektedir (Fan et al.2021).

Teaninin Uretim Yontemleri

Gegmis yillarda arastirmacilar L-teaninin ekstraksiyonu ve firetimi i¢in farkli
yaklagimlar (Sekil 6.) denemis ancak, yontemlerin ¢ogu sadece laboratuvar 6l¢eginde umut

verici olmustur (Sharma E. et. al., 2018).
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Sekil 6. L-teanin dretimi, kimyasal sentez, ¢aydan izolasyon ve mikrobiyal
biyotransformasyon i¢in farkli yaklagimlarin 6zeti (Sharma et al. 2018).



L-Teaninin Caydan Ekstraksiyonu

L-Teanin, ¢ay yapraklarinin kuru agirliginin yaklagik olarak 7-21 mg / g'in1 olusturur
ve c¢ay yapraklarindan ekstraksiyonu zor bir istir. L-teaninin sicak suda (70 — 100 °C) yesil
cay ihtiva eden sicak sudan L- Teaninin ekstraksiyonu biyolojik ekstraksiyon prosesi olarak
kabul edilir ancak bu islem sonrasinda ekstraksiyon igerisinde L- Teanin ile birlikte
ektraksiyondan ayrilmasi zor olan ¢ay, kafein ve fenoliklerin suda ¢oziiniir diger bilesenlerini
icermektedir. L-Teanin ihtiva eden recine, nano ve ultra filtreleme yontemleri kullanilarak %
88'e varan verimle elde edilebilmektedir. Bu proses yorucu, zaman alic1 ve ticari tiretim i¢in
ekonomik degildir (Ekamayake&Li, 2007). Ekstraksiyon islemindeki bu olumsuzluklar
ortadan kaldirabilmek i¢in bir¢cok yeni teknikler (HPLC gibi) arastirilmis ve denenmistir.
Arastirmacilar, her ne kadar bu yeni teknikleri kullanarak dogal ekstraksiyon yontemlerinin
dezavantajlarini (¢ok fazla saflagtirma adimlari, diisiik verim ve diisiik saflik v.b) iyilestirip
yiiksek verim elde etme yolunda c¢aligmlar yaptiysalar da yiliksek maliyet ve ekstraksiyon
coziiciilerinin insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkisi gibi dezavantajlar bu teknikleri ticari

tiretim i¢in kabul edilemez hale getirmistir.

L- Teaninin Kimyasal Sentezi

Kimyasal sentez yontemi L-Teaninin biiyiik olgekli {iretimi i¢in basit ve uygun
maliyetli bir yaklasim saglar. Fakat, bu yontemin en biiyiik dezavantaji, Teaninin L- ve D-
formlarinin birlikte iiretilmesidir ve bu formlarin saflastirilmas1 ¢ok zordur. Ayrica, iiretim
sirasinda sagliga zararli oldugu rapor edilen kimyasallarin kullanilmas: ve tiiketicilerin dogal

olana yonelimi kimyasal {iretim yonteminin tercih edilmeme sebepleridir.

L-Teaninin Biyoteknolojik Yontemlerle Sentezi

Mikrobiyal biyotransformasyonun; stereo segicilik, yiliksek 0zgiilliik, kisa reaksiyon
stiresi, daha yiiksek verim ve diger lretim tekniklerine gore geri donistiiriilebilirlik gibi
birgok avantaji vardir. Son zamanlarda arastirmacilar, siireci daha uygun maliyetli hale
getirebilecek enzimler ve immobilize enzimler kullanarak iiretimi  artirmaya

odaklanmaktadirlar.

Theanin iiretimi i¢in biyokatalizor potansiyeline sahip bulunan enzimler sirasiyla; GS
(L-glutamil sentetaz), GMAS (y-glutamilmetilamid sentetaz), GGT (y-Glutamyl

transpeptidase) ve glutaminaz enzimleridir.
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Sekil 7. L-teaninin bakteriyel enzimler tarafindan biyoteknolojik iiretimi. GS ve GMAS, L-
glutamik asit ve etilaminden L-teanin iiretimini katalize eder ve GGT ve L-glutaminaz L-
glutamin ve etilaminden L-teanini biyosentezler (W Mu et al. 2015).

L-Teaninin GS Enzimiyle Uretimi: GS (L-glutamin sentetaz; L-glutamat: amonyak
ligazi (ADPforming), EC 6.3.1.2) esas olarak adenosin trifosfat (ATP) kullanarak, L-
glutamat’1 L-glutamine ve serbest amonyuma hidrolizinden sorumludur. GS, evrensel olarak
yasamin li¢ alanina dagilmistir ve azot metabolizmasindan ve L-glutamin sentezinden ve
dolayistyla amino asitlerin, sekerlerin ve glukozamin-6-fosfatin iiretilmesinden sorumludur
(McCarty, 1995). Memelilerde GS, nérotransmitter L-glutamatin metabolik diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (Suarez et al. 2002). Bakteriyel GS; L-glutamat, amonyum kloriir ve
ATP'den, L -glutaminin iiretimi i¢in biyokatalizor olarak kullanilabilir (Tachiki et al. 1983;
Wakisaka et al. 1998). Tachiki et al. (1986) dénce Micrococcus glutamicus ATCC 13032'den
alman GS'nin, substrat olarak amonyagin etilamin ve metilamin ile muamele edildiginde
sirastyla L-teanin ve y-glutamilmetilamit (y-GMA) iiretebilecegini bildirmistir. Daha sonra,
Pseudomonas taetrolens Y-30'dan (Yamamoto et. al. 2004) saflastiritlan GS’nin L-teanin
tiretme kabiliyetine sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak bakteriyel GS tarafindan katalize edilen
ligasyon reaksiyonu, siirekli bir ATP beslemesi gerektirir. GS'nin endiistriyel uygulamalari
icin  ATP'nin siirekli yenilenmesi gereklidir. Bu da bu enzimin L-Teanin

biyotransformasyonun kullanimin1 zorlastirmaktadir.

L-Teaninin GMAS Enzimiyle Uretimi: L-glutamat ve metilaminden ATP'nin es
zamanli hidrolizi ile katalize eden GMAS (y-glutamilmetilamid sentetaz; L-glutamat:
metilamin ligaz (ADP olusturan), EC 6.3.4.12), L-glutamat’t GS’den daha yiiksek verimle L-
glutamine ve serbest amonyuma hidrolize eder. Metilamin bazi bakteriyel biiyiime i¢in tek

karbon ve azot kaynagi olarak kullanildiginda, bakteriyel GMAS, metilamin
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metabolizmasinda bir ara madde olarak y-GMA'nin biyosentezinde 6nemli bir rol oynar
(Kimura et al. 1990; Kung veWagner, 1969). Etilamine yonelik yiiksek aktivitesi nedeniyle,
GMAS'lar L-teanin biyosentezi igin ¢alisildi. Ancak tipki GS enziminde oldugu gibi GMAS

enziminde de L-teanin sentezi i¢cin ATP beslemesi gerekir.

L-Teaninin GGT Enzimiyle Uretimi: GGT (y-Glutamyl transpeptidase), bakterilerden
memelilere kadar ¢esitli organizmalarda yaygin olarak bulunur. GGT; memeli dokularinda,
glutatyon metabolizmasinda ve y-glutamil dongiisiinde 6énemli bir rol oynar (Meister, 1973;
Tate ve Meister, 1981). Bakteriyel GGT'nin transpeptidasyon aktivitesi, y-glutamil
donoérlerine gore degisir ve teorik olarak, GGT tarafindan L-teanin biyosentezi, ¢esitli y-
glutamil dondrleri kullanilarak denenebilir. L-teanin biyosentezi i¢in; GS ve GMAS ile
karsilastirildiginda, GGT enziminin ATP gereksinimi olmamasi, kolay reaksiyon kosullar1 ve
uygun c¢alisma prosediirii gibi bariz avantajlara sahiptir (Wang et al. 2012). GGT tarafindan
L-teanin iiretiminin dezavantajlari, substrat L-glutaminden glutamil-glutamin (y-Glu-GIn)
otomatik transpeptidasyonu olusumunun inhibe edilmesidir ve bunun yanisira L-teanin
olusumu icin yiiksek konsantrasyonda etilamin gerektirmesi ve reaksiyonun pH'sini optimize

etmenin zor olmasi seklinde siralanabilir (Suzuki et al., 2002a, 2002b).

L-Teaninin Glutaminaz Enzimi ile Uretimi: L-Glutaminaz (L-glutamin amidohidrolaz,
EC 3.5.1.2) enzimi, L-glutamin amino asitinin y-amido bagmin L-glutamik asit ve serbest
amonyak hidrolizini katalizleyen bir amidohidrolaz enzimidir (Mu, 2015). L-Glutaminase son
zamanlarda hem ilag hem de gida endiistrilerindeki potansiyel uygulamasi nedeniyle ¢ok
dikkat ¢eken bir enzim olmustur. Mikrobiyal L- glutaminaz antitimor aktivitesi sergiler ve
akut lenfositik 16semi tedavisi igin potansiyel bir antileukemik ajan olarak kullanilabilir. L-
glutaminaz, gida endiistrisinde yiiksek oranda L-glutamik asit liretme kabiliyeti nedeniyle, en
Oonemli lezzet arttirict enzimlerden biri olarak kabul edilir. Birkag L-glutaminazlar,
Lglutamin'in  hidrolitik deaminizasyonunu Kkatalize etmenin yami sira, E. Coli ve
Pseudomonas aeruginos kaynakli L-glutaminaz ve Pseudomonas nitroreducens kaynakli
birka¢ L-glutaminaz, L-glutaminin y-glutamil kisminin hidroksilamine transferleri de katalize
edebilmektedir. P. nitroreducens kaynakli L-glutaminaz ayrica alict molekiil olarak metilamin
ve etilamin ile transfer reaksiyonunu katalize ederek sirasiyla y-glutamil metilamin ve L-

teanin olusturur (Sekil 8).
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Sekil 8. L-glutaminaz tarafindan katalize edilen reaksiyonlar. L-Glutaminazlar esas olarak L-
glutamin'in L-glutamik aside ve serbest amonyaga hidrolizini katalizler (1), bazi L-
glutaminazlar L-glutamin y-glutamil kisminin hidroksilamine transferleri katalize eder (W Mu
et al. 2015).

Tablo 1. L-teanin Biyosentezinde Kullanilan L-Glutaminaz Enziminin Mikrobiyal
Kaynaklari, Uretim Kosullari, Biyotransformasyon Yiizdeleri.
L-Glutaminaz L-glutamin Etilamin Enzim Miktar1  Biyotransform. Referans
Kaynag Kons. (M) Kons. (U/mL) Oram (%)
(M)

P. nitroreducens 0.7 15 0.5 39 Tachiki et al.
IFO 12694 1998
P. nitroreducens 0.3 1 1 42.9 Yang C., 2013
SK16.004
P. nitroreducens 0.3 15 0.3 40 Puetal., 2013
DSM 14399
P. nitroreducens 0.75 25 1.01 66.1 Shuai et al.,
SP.001 2019
T. koningii 0.3 0.9 Belirtilmemis 14.1 Sakhaei et al.,
PTCC 5139 2017
Recombinant B. 0.05 Tris-HCI-0.1 Belirtilmemis Belirtilmemis Sinsuwan et
licheniformis al.,2012
P. citronellosis  Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtilmemis EP1544306A1
GEA (Patent)
Bacillus, kiif ve  Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtilmemis Belirtilmemis US8211674B2
mantar tiirleri (Patent)

Glutaminaz Enzimi

L-Glutaminaz (L-glutamin amidohidrolaz E.C 3.5.1.2), gesitli azotlu metabolitlerin
biyosentezinde ve organizmalarda glutamin/glutamat dengesinin korunmasinda temel rol
oynar ve ayni zamanda L-glutaminin L-glutamik asit ve amonyaga deamidasyonunu katalize
eden enzimdir. L-glutaminazlar, terapétikten gida endistrisine kadar farkli sektorlerde

potansiyel uygulamalari1 bulunan 6nemli bir endiistriyel enzimdir. Bakterilerde,
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aktinomisetlerde, mayalarda ve mantarlarda yaygin olarak bulunur. Mikrobiyal L-
glutaminazlar, antitiimor aktivitesi sergilerler ve akut lenfositik 16semi tedavisi i¢in potansiyel
bir antilokemik ajan olarak kullanilabilmektedir. Ayrica L-glutaminazlar, memeli ve hibridom
hiicre kiiltiiriinde glutamin seviyesini izlemek i¢in bir biyosensor olarak da yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. L-glutaminaz, gida endiistrisinde yliksek oranda L-glutamik asit iiretme

kabiliyetinden dolay1 en 6nemli lezzet arttiric1 enzimlerden biri olarak kabul edilir.

L-glutaminazlar, L-glutaminin hidrolitik deaminizasyonunu katalize etmenin yani sira,
Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginos kaynakli L-glutaminaz ve Pseudomonas
nitroreducens kaynakl birka¢ L-glutaminaz, L-glutaminin y-glutamil kisminin hidroksilamine
transferlerini de katalize edebilmektedir. P. nitroreducens kaynakli L-glutaminaz ayrica alic1
molekiil olarak metilamin ve etilamin ile transfer reaksiyonunu katalize ederek sirastyla y-

glutamil metilamin ve L-teanin olusturabilmektedir.

Sekil 9. Glutaminaz enziminin yapisi (Biilbiil 2012).
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KURAMSAL TEMELLER

L-teanin; uyku Kkalitesini arttirma, rahatlama, 0grenme yetenegini gelistirme, kan
basincin1 diisirme, depresyonu hafifletme yetenegi, antitiimoér ve noroprotektif etki gibi
olumlu fizyolojik ve farmakolojik aktiviteleri nedeniyle bir¢cok gida firiiniinde (alkolsiiz
icecekler, c¢ikolatalar ve tatlilar, vb.) fonksiyonel bir bilesen olarak kullanilmaktadir. Bu
nedenle, L-teaninin biiyliik olgekli tiretimi, gida takviyesi olarak pazarmin karsilanmasi
acisindan Onemlidir. Literatiirde yiiksek verimli L-teanin {iretimi i¢in farkli sentez
yontemlerinin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur. Yapilan calismalarda L-teanin farkli
ekstraksiyon yontemleri denenerek bitkiden ekstrakte edilmis ve tiretim verimi arttirilarak
biiylik Olcekli tiretim gereksinimi karsilanmaya calisilmistir. Ancak denenmis olan birgok
ekstraksiyon yonteminde yiiksek maliyet, karmagik {iretim asamalar1 ve diisiik verim
sorunlarinin Oniine gecilememistir. Literatiirde L-teaninin su andaki endiistriyel iiretiminin
ana yollarindan biri kimyasal sentez yontemi olarak goriilmektedir. Ancak kimyasal olarak
sentezlenen L-teaninin safliginin diisiik olmasi ve kimyasal tretimin gida endiistrisinde
kullaniminin smirli olmast bu yontemin kullanilmasindaki en biiyiik engeldir. Bu baglamda,
biyokataliz, son yillarda L-teanin liretimi i¢in daha avantajli bir yaklagim haline gelmistir. Bu
nedenle yapilan bu tez ¢alismasinda biyokataliz yontemi kullanilarak yiiksek verimli L-teanin
sentezi saglanmistir. Bu tez caligmasinda odaklanilan nokta yiiksek konsantrasyonda L-teanin
biyotransformasyonunu gerceklestirebilen glutaminaz iireticisi yeni ve farkli bakteriyel

tiirlerin arastirilmasi oldugundan, bakteri izolasyon spektrumu genis tutulmustur.

Giintimiize kadar farkli kaynaklardan farkli yontemler ve farkli enzimlerle L-teanin
sentezlendigi ve farkli saglik ve gida uygulamalarinda kullanildig1 bir¢ok calisma yapilmistir.
Bu tez ¢alismas1 kapsaminda faydalanilan ulusal ve uluslararasi literatiirden yapilan ve tez
konusuyla yakindan ilgili olan arastirmalar tarih sirast g6z Oniine alinarak asagida

Ozetlenmistir.

Hanaa orabi et al. (2019), yaptiklar1 ¢aligmada bakteri kaynaklarindan elde edilen L-
glutaminaz enziminin kanserin tedavi edilmesinde, gida endiistrisinde ve yiiksek degere sahip
kimyasallarda ekonomik ve etkili kullanima sahip ajanlar oldugunu kanitlamislardir. Bu
calismada yeni izole edilen bakteri susu olan ve 16S rRNA genini kullanan Bacillus subtilis
OHEMI1 (MK389501)’in hiicre dig1 L-glutaminaz enzimini iirettigini belirlemislerdir. L-
glutaminaz i¢in optimum pH 6,5-7,0 olarak belirlenmistir. 28 saatlik siire sonunda 35 °C

sicaklikta ramnaz ve glutamin karbon ve nitrojen kaynagi olarak kullanmiglardir ve kati hal
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fermantasyonu altinda iiretim gergeklestirebilmesi i¢in en 1iyi tetikleyici kiispe olarak
belirlemislerdir. Saflastirma igin etanol ¢okeltmesi ve QFF iyon degisim kromatografisi
yapilmistir. L-glutaminaz enzimini 89,78 EU/mg spesifik aktiviteyle 2 kata kadar
saflagtirmislardir ve molekiil agirligini yaklasik 54,8 kDa olarak belirlemislerdir. Maksimum
enzim aktivitesi pH 8,2 ve 40°C sicaklikta ulastigini ve enzim aktivitesinin yaklagik %90’1n1 1
saat boyunca korudugunu belirlemislerdir. Sonug olarak L- glutaminaz enziminin farmasotik

ve gida isleme gibi biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecegini gdstermislerdir.

Shuai et al. 2019’da yapmus olduklar1 bir ¢alismada; yeni izole edilmis glutaminaz
iireten bir organizma kullanarak yiiksek verimli L-teanin {iretimi igin etkili bir yontem
gerceklestirmiglerdir. Yiiksek verimli iiretimin optimizasyonu ise ozmotik sok yodntemi
kullanilarak Pseudomonas nitroreducens SP.001 permeabilize hiicrelerle saglanmistir. 15,5'lik
siikroz muamelesi ile permeabilize edilen hiicrelerin glutaminaz aktivitesi, permeabilize
edilmeyen hiicrelere gore %239 daha yiiksek oldugunu kaydetmislerdir. Boylece, L teanin
tiretimi i¢in kosullar permeabilize hiicreler kullanilarak optimize edilmistir ( Shuai et al. 2019
).

Fan et al. (2020), yaptiklart bu calismada; sekerler ve etilaminden tek adimli
fermentatif L-teanin iiretimi igin yabani tip Escherichia coli'nin yolak miihendisligini
tammlamuslardir. ik olarak, Paracoccus aminovorans'tan heterolog olarak yeni bir GMAS'!n
tanimlanmasiyla L-teaninin sentetik yolunu olusturmuslardir. GMAS gen ifadesini artirmak
ve kontrol etmek icin ksiloz ile indiiklenen T7 RNA polimeraz-PT7 promotor sistemi
kullanilmistir. Daha sonra arastirmacilar, dnciil glutamat havuzu, dogal sitrat sentazinin asiri
ifadesi ve Corynebacterium glutamicum'dan glutamat dehidrogenazin tanitarak arttirmislardir.
Calismanin sonraki asamasinda arastirmacilar; daha fazla karbon akisini teanin sentezine
yonlendirmek icin trikarboksilik asit dongiisii kesmisler ve piruvat karboksilaz, piruvattan
oksaloasetat saglayan bir yan yol olarak C. glutamicum'dan tanitmislardir. Son olarak
arastirmacilar, teanin  sentezine ATP  verimini artirmak i¢in  Mannheimia
succiniciproducens'ten  enerji  tasarrufu  saglayan  fosfoenolpiruvat  karboksikinaz
tanitmiglardir. Fed-batch fermentasyonunda etilamin hidrokloriiriin eklenme zamani ve
konsantrasyonu optimize edildikten sonra, rekombinant sug TH11, 5 litrelik bir biyoreaktorde

70,6 g/L - teanin iiretilmis ve verimlilik sirasiyla 0,42 g/g glukoz ve 2,72 g/L/saat olmustur.

Ma H. et al. 2020’de yaptiklar1 bir calismada; cay bitkilerinde bulunan ve gida bilimi
ile insan beslenmesi agisindan bir¢ok islevsel 6zellige sahip olan benzersiz bir protein disi
amino asit olan I-teanin incelemislerdir. Bu calismada arastirmacilar, endiistriyel olarak

giivenli bir konak olan Corynebacterium glutamicum'da fermentatif I- teanin iretimini
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miihendislik yoluyla gergeklestirmeyi amaglamiglardir. L- teanin sentezi i¢in, |-glutamat ve
etilamini ATP bagimli olarak birlestiren y-glutamylmethylamide sentetaz (GMAS)
kullanmuslardir. ilk olarak, ¢esitli GMAS'lar, konaklara etilamin eklenmesiyle 1- teanin
tiretmek tizere C. glutamicum yabanil tipi ATCC 13032 susunda ve 1-glutamat asir1 iireten
GDK-9 susunda ifade edilmistir. Daha sonra arastirmacilar, konak hiicrelerindeki 1-glutamat
ihracatcis1 bozularak GDK-9 hiicrelerinde 1- teanin miktar1 dnemli 6l¢lide artirmislar ve kiiltiir
ortaminda 1-glutamat birikimi neredeyse tamamen ortadan kaldirmiglardir. Son olarak
arastirmacilar, kromozomal olarak gmasMm ile entegre edilmis bir l-alanin iireticisi
olusturmuslar ve bitki kaynakli 1-serin/l-alanin dekarboksilazlar1 ifade ederek etilaminin
endojen olarak sentezlenmesini denemisler; ancak, bu enzimler deneysel kosullarimiz altinda
I-alanin dekarboksilaz aktivitesi gostermedigini bildirmiglerdir. Sonug¢ olarak bu g¢aligma ile
arastirmacilar, optimize edilen miihendislik iirlinii sus, 5 litrelik fermentérde 19.6% verimle

yaklagik 42 g/L 1- teanin tiretmeyi basarmislardir.

Feng et al. (2021) L-teanin biyosentezi i¢in hiicresiz protein sentez sisteminin
uygulanmasini gergeklestirmislerdir. CFPS, Camellia sinensis'ten (CsTS2) L-teanin sentetaz
2'yi ifade ederken, sentez reaksiyonunun 32 saatinden sonra 11,31 uM konsantrasyonda L-
teanin iretebildigini bulmuslardir. Escherichia coli'den elde edilen y-glutamilsistein sentetaz,
24 saatlik reaksiyondan sonra 302,96 puM ile en yiiksek konsantrasyonda L-teanin
tiretebildigini belirlemislerdir. Bunlar arasinda, CsAD ve Pseudomonas taetrolens'ten (PtGS)
L-glutamin sentetaz kombinasyonu, canli hiicrelerde L-teanin biyosentez yetenegini daha da
dogrulamak i¢in CsAD ve PtGS'yi asir1 eksprese eden E. coli susu 13,42 uM'lik en yiiksek
konsantrasyonda L-teanin sentezleyebildigini kaydetmislerdir. Bu miihendislik tiriinti E. coli
susu, 72 saatlik fermantasyondan sonra ortamdaki L-alanin ve L-glutamati 3,82 mM
konsantrasyonda L-teanine doniistiirebildigini bildirmislerdir ( Feng et al. 2021 ).

Shen et al. 2021°de yaptiklar1 bir ¢alismada; ilag ve gida endiistrisinde 6nemli bir
enzim olan L-Glutaminaz'in isglevsel glutamyl bilesikler iiretiminde, ozellikle I-teanin
tiretiminde kullanimi ile ilgili ¢aligma yapmiglardir. Daha Once yaptiklar1 caligmada
Pseudomonas nitroreducens SP.001'in hiicre i¢i L-glutaminaz aktivitesini arastirmislar ve ii¢
fiziksel permeabilizasyon yontemi kullanilarak L-glutaminaz aktivitesini arttirmislardir. Daha
sonra sodyum aljinat kullanilarak gémiilme ajan1 olarak permeabilize hiicrelerin biitiin hiicre
immobilizasyon kosullari, enzimin stabilitesini ve yeniden kullanilabilirligini artirmak i¢in
optimize etmislerdir. Permeabilize hiicreler ile karsilastirildiginda immobilize hiicrelerin
Ozelliklerini arastirmiglardir. Yaptiklari ¢alismada 155 g/L sukroz ile ozmotik sok kullanilarak

hiicre permeabilizasyonunun enzim aktivitesini énemli Olgiide artirdigini gostermislerdir.
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Permeabilize P. nitroreducens hiicrelerinin immobilizasyonu i¢in etkili bir prosediir
gelistirmislerdir. Hiicre immobilizasyonu i¢in optimum kosullar: 40 g/L sodyum aljinat, 30
g/L kalsiyum kloriir, 100 g/L hiicre kiitlesi ve 3 saat kiirleme siiresi olarak belirlenmistir.
Basarili immobilizasyon sonrasi karakterizasyon g¢aligmalari, immobilize hiicrelerden elde
edilen L-glutaminazin termostabilite ve pH direncinin permeabilize hiicrelerden elde
edilenlerden daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica, immobilize biyokatalizér 10

kez yeniden kullanilabildigini ve aktivitesinin %80'ini koruyabildigini bildirmislerdir.

Soren et al. (2021); yaptiklar1 bir ¢alismada ekstraseliiler L-glutaminaz iireten bir
toprak bakterisi taramiglar, Acinetobacter calcoaceticus PJBI1 olarak karakterize etmisler ve
yalnizca destekleyici substrat olarak seker kamisi kiispesi kullanilarak kati hal fermentasyonu
altinda gelistirmislerdir. Optimum L-glutaminaz iiretimi, baslangi¢ ortam pH's1 10,0,
inkiibasyon sicaklig1r 35°C, inokulum konsantrasyonu %1,5 (v/v) ve 72 saatlik siirede elde
etmiglerdir. Enzim {retiminin iyilestirilmesi yanit yiizey yoOntemi kullanilarak yapilan
Istatistiksel optimizasyon prosediirii ile ger¢eklestirilmis ve enzim retimini 47,95 EU/mL'ye
(2,38 kat artis) yiikseltmislerdir. Seker kamisi kiispesinin enzimatik bozunma modeli, Fourier
dontlistim infrared spektroskopisi ve 1s1tk mikroskobu kullanilarak degerlendirilmistir.
Fermente hidrolizatin, Lactobacillus sp. ve Bifidobacterium sp. gibi probiyotik
organizmalarin biiylimesini tesvik eden ¢ok etkili bir biiyime indiikleyicisi oldugunu, daha
yiiksek spesifik biiylime orani, hacimsel biiyiime orani ve genel verim ile gostermislerdir. Bu
calisma ile aragtirmacilar, 1-glutaminazin maliyet etkin {iretimini ve ayni zamanda saglik
yararlar1 saglayan probiyotik organizmalar i¢in biiylimeyi destekleyen ajan olarak fermente

atik Urtiniin kullanimini vurgulamiglardir.

Eman Zekaria Gomaa yaptigi bir ¢alismada (2022), halofilik bakteriler tarafindan
tiretilen L-glutaminazin antikanser aktivitesini incelemistir. Gomaa bu ¢alismada ekstraseliiler
L-glutaminaz iiretimi i¢in deniz suyu numunelerinden bakteri taramasi gergeklestirmis ve
taramalar sonucunda 15 adet halofilik bakteri izole etmistir. izole etmis oldugu suslar
arasindan en iyi iretim yapan sus olarak Bacillus sp. DV2-37 susunu se¢gmis ve enzim tiretimi
icin optimize etmistir. En giiclii sus ile fermantasyon siirecinin optimizasyonu, en yiiksek
enzim aktivitesinin (47.12 EU/mL) 1% (w/v) glikoz (karbon kaynagi olarak), 1% (w/v)
pepton (azot kaynagi olarak), 5% (w/v) NaCl, baslangi¢c pH's1 7.0, 37 °C sicaklik ve 20%
(v/v) inokulum yiizdesi kullanilarak 96 saatlik inkiibasyon sonrasi gozlendigini ortaya
koymustur. Optimizasyon caligsmalarinin sonrasinda iiretilen ham enzim, amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz ile kismen saflastirilmistir. Gomaa son olarak iiretilen enzimin

antitiimor aktivitesini de arastirnustir. Insan meme (MCF-7), hepatoselliiler (HepG-2) ve
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kolon (HCT-116) karsinoma hiicre hatlarina kars1 yapilan antitiimor etkisi, Bacillus sp. DV2-
37 tarafindan iiretilen L-glutaminazin, doz-bagimli bir sekilde tiim test edilen hiicre hatlarinda
giiclii sitotoksik aktivite gosterdigini ve sirasiyla 3.5, 3.4 ve 3.8 pg/mL IC50 degerlerine sahip
oldugunu ortaya koymustur. Bu caligmaile Gomaa, deniz bakterileri tarafindan iiretilen L-
glutaminazin uygun Ozelliklere sahip oldugunu ve bir¢ok terapotik uygulama igin yiiksek

potansiyele sahip oldugunu bildirmistir.

Okpalla et al. 2022°de yaptiklari bir calismad; Pseudomonas tiirii ALG3 tarafindan L-
glutaminaz tiretimi i¢in silire¢ parametrelerinin optimizasyonu rapor etmislerdir. L-glutaminaz
iireten bakteriyi, Anambra eyaletinde bulunan Chukwumemeka Odumegwu Ojukwu
Universitesi, Uli'deki bir bolgeden temin edilen toprak numunelerinden izole etmislerdir.
izole edilmis olan bu bakteri susunu biyokimyasal ve molekiiler 6zellikler kullanilarak
tanimlamislardir. Arastirmacilar bu c¢alismada  L-glutaminaz {iretim parametrelerinin
optimizasyonu 250 ml erlen igerisine eklenen mineral tuz ortaminda degerlendirilerek
yapilmustir. Parametreler arasinda gesitli bivalent metaller, pH, yiizey aktif maddeler, biiyiime
destekleyiciler, amino asitler ve fermantasyon siiresi yer almistir. Calismanin sonucunda
FeSOq ilavesinin Pseudomonas tiirii ALG3 tarafindan optimum L-glutaminaz verimini 38,36
EU/mL'ye ¢ikardigini, en diisiik iiretimin ise MnSOs4 ile gozlendigi gosterilmistir. Enzim
tiretiminde pH’nin etkisi arastiritlmis ve en yiiksek pH 8,0'de 30,73 EU/mL L-glutaminaz
verimi elde edilmis, en diisiik enzim iiretimini ise pH 9,0'da ogdzlemlemislerdir. Buna ek
olarak L-glutaminaz iiretim ortaminda siirfaktanlarin etkisi aragtirilmis ve Tween-80 ile en
ylksek L-glutaminaz iiretimi 82,25 EU/mL olarak elde edilirken, en diisiik verim stearik asit
ile kaydedilmistir. Ure, maksimum 43,82 EU/mL L-glutaminaz verimini tesvik ederken,
minimum {iretim pepton oldugunu gozlemlemislerdir. Prolin, en yiiksek L-glutaminaz
verimini 42,63 EU/mL olarak tesvik ederken, en diisiik verim tirozin oldugunu
gozlemlemislerdir . En yiiksek L-glutaminaz verimi (91,88 EU/mL) 72 saat sonra gozlenmis
ve sonraki siliregte verimin azaldigimi bildirmislerdir. Bu c¢alismada sonug¢ olarak siireg
parametrelerinin optimizasyonunun Pseudomonas tirii ALG3'in L-glutaminaz verimini
onemli Ol¢iide artirdigini gosterilmistir. Arastirmacilar Pseudomonas tiirlerinin tip ve gida
endiistrisinde biiylik potansiyele sahip L-glutaminazin bilyiik o0lgekli iiretimi igin

kullanilabilecegini 6nermisledir.

Zhu et al. (2022), yaptiklar bir ¢alismada L-teanin iiretimi i¢in Bacillus subtilis
BSFT-42' kaynakli y-glutamiltranspeptidazin (GGT) enzimini kullanmislardir. En yiiksek
liretim i¢in cay bitkisi rizosfer topragindan bakteri taramasi yapmiglar ve izole ettikleri 50

Bacillus susu arasinda en yiiksek L-teanin olusturma aktivitesini gosteren susolarak BSFT-42
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susunu se¢mislerdir. Se¢ilen sus kullanilarak GGT enzimi iiretmisler ve bu enzimi kullanarak
L-teanin iiretimini saglamislardir. Uretilen L- teanin miktarm arttirmak amaciyla L-teaninin
tiretim parametrelerini optimize etmislerdir. Optimize edilmis kosullar altinda, BSFT-42
susunun fermantasyon besiyerinde 32 saatte elde edilen GGT, %87,45'ini verimle 17,49 mM
L-teanin tretmislerdir (Zhu ve ark 2022 ) .

Sara et al., (2022), L-glutaminaz {iretimi yoniinden toplam 12 mikrobiyal sus
taramislardir. Enzimin {iretimine etki eden faktorleri optimize etmisler ve enzimin sahip
oldugu onemli oOzellikleri belirlemislerdir. L-glutaminaz {retimi agisindan test edilen
mikroorganizmalar arasindan en gii¢lii olan Bacillus subtilis NRRL 1315 susunu se¢mislerdir.
En yiiksek glutaninaz iiretimi 37 °C’de pH 7,5’de 5 g/L glikoz, 0,1 g/L sodyum nitrat ve 10
g/L L-glutamin ortaminda 48 saat inkiibasyon sonunda elde etmislerdir. L-glutaminaz enzimi
icin optimum pH’ 7,5, optimum sicaklik 37 °C ve optimum enzim ve substrat konsantrasyonu
2 mg/mL olarak belirlenmistir. Belirlenen sartlarda enzim 2,2’-difenil-1-pikrilhidraliz radikal

temizleme aktivitesi gostermistir.

Robescu et al. yaptiklart bir ¢alismada (2023); L-teaninin enzimatik sentezini
gerceklestirmislerdir. Bunun igin glikoksil-agaroz {izerine kovalent olarak immobilize edilmis
olan Bacillus subtilis-GGT (y-glutamil transferaz) enzimini kullanmiglardir. Bu ¢aligmada
aragtirmacilar L-teanin sentezi igin reaksiyon sivisi igerisine herhangi bir tampon veya katki
maddesi eklememisgler ve reaksiyonu su icerisinde gergeklestirmislerdir. L- teanin iiretimi i¢in
donor (verici) olarak L-glutamin ve aseptdr (alic1) olarak etilamin kullanmislar ve reaksiyonu
su icinde 25°C'de gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar L-teanin iiretim sartlarini optimize
etmisler ve en iyi lretim sartlarin1 belirleyerek (1:8 molar oran L-Gln:etilamin, pH 11,6, 1
EU/ mL, 6 saat), %93 verimle (485 mg, 32.3 g/L) yiiksek saflikta (%99) L-teanin iiretimini
gerceklestirmislerdir. L-teaninin saflagtirilmasi immobilize biyokatalizoriin basit filtrasyonu,
ucucu maddelerin (reaksiyona girmemis etilamin) damitilmasi ve dogrudan liyofilizasyon ile
gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada immobilize edilen BsGGT enzimi dort reaksiyon dongiisii
boyunca %100 aktivitesini koruyarak tekrar kullanilmistir. Bu ¢alismada gergeklestirilmis
olan enzimatik sentez, L-teanin iretimi i¢in dogrudan, hizli, yiiksek verimli ve kolayca
Olgeklenebilir bir yaklasim sunmakta olup, ayn1 zamanda ¢evre dostu kimya metriklerine de

sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Tezin Amaci

L-teanin; bircok saglik yararina sahip serbest bir amino asittir ve son zamanlarda
endiistride bu amino asit i¢in potansiyel bir talep bulunmaktadir. Tipta ve gida endiistrisinde
uygulama alanlarinin artmasiyla birlikte, L-teaninin iiretim teknolojisinin arastirilmasina
yonelik ¢alismalar biiyiik ilgi gérmektedir. Son yillarda, enzim kataliziyle L-teanin {iretimi
aragtirmacilarin biiyiik ilgisini ¢ekmis ve bu alanda bir¢ok yeni calisma yayilanmistir.
Yapilan calismalarda L-teaninin yiiksek verimli iiretimi i¢in farkli biyokatalizorler ve bu
biyokatalizorler i¢in farkli mikrobiyal kaynaklar bildirilmistir. Bu konudaki giincel ¢alismalar
incelendiginde L-teanin iiretiminde kullanilan biyokatalizorler i¢in gerekli mikrobiyal kaynak
tiir ve/veya suslarinin oldukea kisitlt oldugu goriilmektedir. Bu nedenle doktora tez ¢alismasi
olarak gerceklestirdigimiz bu ¢alismada amag; arastirma materyali olarak Tiirkiye’nin farkli
cografi bolgelerinde bulunan farkli illerden toprak temin etmek, temin edilen bu toprak
numunelerinden hedefe yonelik bakteri izolasyon yontemiyle literatiirde bildirilen bakteri
tiirlerinden farkli yerel bir bakteriyel tiir veya sus izole etmek ve bu izolat kullanilarak ytiksek

konsantrasyonda L-teanin tiretimini saglamaktir. Bu amag dogrultusunda;

e Tiirkiye’nin farkl cografi bolgelerinde belirlenen farkl illerde farkli illerin gesitli
bolgelerinden (Adana, Erzurum, Giimiishane, Manisa, Urfa, Trabzon, Van) temin
edilen toprak numunelerinden glutamin amino asitini kullanabilme yeteneklerine
bakilarak glutaminaz iireticisi yeni bakteriyel tiir izole edildsi,

e Flde edilen izolatlardan glutamin ve etilamini kullanabilen bakterilerin taranmasi
ve bu bakterilerden en yiiksek molar aktiviteyi veren glutaminaz iireticisi izolatlar
belirlendi,

e Belirlenen bakteri izolatlarindan yiiksek molar aktiviteye sahip glutaminaz enzim
iretimi ve iretilen glutaminaz enzimin biyokatalizorligiinde yiliksek verimde,

diisiik maliyetle yerel kaynakli L-teanin biyotransformasyonu gergeklestirildi.
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MATERYAL VE METOD

Materyal
Mikroorganizma izolasyonlar:

Mikroorganizma izolasyonlar;; Van-Ozalp Donerdere Mahallesinde bulunan bugday
ve arpa yetistirilen arazi topragindan, Adana-Ceyhan Mercin Mahallesinde bulunan ayg¢igegi
yetistirilen arazi topragindan, Manisa’nin Kopriibasi Mahallesinde bulunan zeytin agaci kok
topragindan, Erzurum’un Uzundere ilgesinde bulunan ceviz agac1 kok topragindan,
Erzurum’un Hinis ilgesinde bulunan bahge topragindan, Gilimiishane’nin Siran ilgesinde
bulunan bahge topragindan ve Urfa Siverek ilgesinde bulunan bahge topragindan alinan toprak
numune orneklerinden yapildi. Temin edilen numuneler aseptik kosullar altinda laboratuar

ortamina getirildi ve izolasyon ¢alismalarina baslandi.

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar

Tablo 2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasallar / Markalar1

Kimyasallar Marka
Amonyum Stilfat Merck
Coomassie Brillant Blue G-250 Fluka
Etilamin Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma
Distile su Thermo
Etil Alkol Sigma
Asetik Asit Sigma
Fenol Red Sigma
Sodyum Kloriir Sigma
Izobiitanol Tekkim
Ninhidrin AFG Bioscience
Hidrojen Peroksit Sigma
Sodyum Hidroksit Riedel de Haen
Sodyum Fosfat Sigma
Crva (IT) Kloriir Sigma
Potasyum Iyodiir Sigma
Triklorik Asit Merck
L-Glutamin Sigma
Magnezyum Siilfat Sigma
PotasyumDihidrojen Fosfat Sigma
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Tablo 2. Devami

Demir (II) Siilfat
Cinko Siilfat
Glikoz

Maltoz

Galaktoz
Nisasta

Seliiloz

Ksiloz

Laktoz

Ure

Merck
Merck
Isolab
Merck
Sigma
Sigma
Oxoid
Oxoid
Oxoid
Sigma

Tez cahismasinda kullanilan arac-gereg ve cihazlar

Tablo 3. Tez Calismasinda Kullanilan Arag-Gereg ve Cihazlar / Marka-Model

Arac-Gereg ve Cihazlar Marka-Model

Etiiv Redline by-BINDER
Falkon Tiipler Eppendorf

Hassas Terazi Ohaus Pioneer

Is1 Blogu Lab-Line

Isitmali Manyetik Karistiric Heidolph

Jel Goriintiileme Cihazi Quantum Vilber Courma
Kar Makinesi Angelantoni
Buzdolabi (+4/-20°C) Vestel

Calkalamali Inkiibator Zhicheng

Ceker ocak TUV-SUD

Dondurucu (-86°C)

Kuvarz Kiivetler

Mini Santrifiij

Otoklav

Mikropipet Takimi

pH Metre

Saf Su Cihazi

Santrifiij Cihaz1

Steril Kabin

Agaroz Jel Elektroforez Cihazi

Nanodrop
PCR Cihaza

Glacier Ultralow Freezer

Merck

Hangzhou Allheng

Hmc Hiramaya

Thermo Scientific ve Eppendorf
Mettler Toledo FiveEasy Plus
Mp Minipure

Hettich Zentrifugen Mikro
Telstar Bio-I1-A

Thermo EC

Senso Quest-Labcycler
Thermo — MultiscanGo
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Tez cahsmasinda kullanilan besiyerleri, ¢ozeltiler ve tamponlar

Tablo 4. Tez Calismasinda Kullanilan Besiyerleri

Tryptone Soy Agar (TSA): 3 g TSA tartildi, 100 mL distile su igerisinde ¢oziildii ve 15 dakika
otoklavlandi (121°C).

Tryptone Soy Broth (TSB): 3 g TSB tartildi, 100 mL distile su igerisinde ¢6ziildii ve 15 dakika
otoklavland1 (121°C).

Luria Bertani (LB Broth): 2 g LB besiyeri tartild;, 100 mL distile su igerisinde ¢6ziildii ve 15
dakika otoklavlandi (121°C).

MSG (Minimal Salt Glutamin Medium) : 0,5 g/L MgSQy, 0,5 g/L KH2 PO4, 0,1 g/L CaCl,, 10,0
g/L L-Glutamin, 10,0 g/L Yeast ekstrakt 1/10 oraninda tartilarak 100 mL didistile su igerisinde
¢oziildli ve 15 dakika otoklavlandi (121°C).

MGA (Minimal Glutamin Agar): 0,5 g/L KCI, 0,5 g/L MgSOs4, 0,5 g/L KH2POy4, 0,1 g/L FeSOs,
1,0 g/L ZnSQO,4, 10,0 g/L L-Glutamin, 15,0 g/L. Agar, 0,012 g/L fenol red tartilarak 1000 mL didistile
su igerisinde ¢oziildii ve 15 dakika otoklavlandi (121°C).

MG (Minimal Glutamin Medium): 0,5 g/L KCI ,0,5 g/L MgSOs4, 0,5 g/L KH2PO4, 0,1 g/L FeSOy,
1,0 g/L ZnS0O4 10,0 g/L L-Glutamin tartilarak 1000 mL didistile su igerisinde ¢oziildii ve 15 dakika
otoklavland1 (121°C).

Stok Besiyeri: 9 g TSB tartilip 100 mL distile su igerisinde ¢6zdiirtildii ve lizerine 54 mL gliserol
eklenerek son hacim distile su ile 300 mL tamamlandi. Hazirlanan besiyeri 15 dk otoklavlandiktan
sonra 2’ser mL olacak sekilde cryo tiiplere pipetlendi.

Tablo 5. Enzim Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Sodyum Fosfat Tampon Cozeltisi (50 mM pH 8,0): 5,75 g sodyum fosfat tuzu tartilarak, 90 mL
distile su igerisinde ¢oziildii. Daha sonra pH degeri 8,0’a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile
100 mL’ye tamamland1

L-Glutamin Cozeltisi (0,04 M): 5,85 g L-glutamin tartilarak, 1000 mL distile su igerisine ¢oziildii.

Triklorik Asit (TCA) Cozeltisi (1,5 M): 24,5 g TCA tartilarak, 100 mL distile su igerisine ¢oziildii.

Asetik Asit Cozeltisi (2N): 65,95 mL distile su {izerine % 98’lik Asetik asit ¢ozeltisinden 34,05 mL
damla damla eklendi.

Tablo 6. Nessler Reaktifi Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

Potasyum Iyodiir Cozeltisi (KI): 11 g KI tartilarak bir beher igerisine alindi ve igerisine 5 mL distile
su eklenerek ¢ozdiirildii.

Civa (II) Kloriir (HgCl,): 4,4 g HQCL, tartilarak 70 mL distile su ¢erisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisi (5M): 20 g NaOH tartilarak 100 mL distile su igerisinde
¢Ozdiirtldi.

Tablo 7. Ince tabaka kromatografisi (TLC) Tayininde Kullanilan Cézelti ve Tamponlar

%71’lik L-Teanin Cozeltisi: 1 g L-teanin 100 mL distile su i¢erisinde ¢ozdiiriildii.

%1’lik L-Glutamik Asit Cozeltisi: 1 g L-glutamik asit 100 mL distile su igerisinde ¢ozdiirtildii.

%1’lik L-Glutamin Cozeltisi: 1 g L-glutamin 100 mL distile su icerisinde ¢ozdiiriildii.

%?2’lik Ninhidrin Cozeltisi: 2 g Ninhidrin 100 mL aseton i¢erisinde ¢ozdiirtildii.
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Tablo 8. Protein Tayininde Kullanilan C6zelti ve Tamponlar

Bradford Cozeltisi: 0,1 g Coomassie Brilliant Blue G-250 tartilarak 50 mL %95 EtOH igerisinde
¢oziildii ve igerisine 100 mL fosforik asit (%95) ilave edildi. Soliisyonun son hacmi distile su ile 1000
mL’ye tamamlanarak kullanilincaya kadar oda sicakliginda karanlikta saklandu.

Standart Serum Albumin Cozeltisi (1 mg/mL): BSA’dan 1 mg tartilip, 1 mL distile su igerisinde
¢Oziilerek hazirlandi.

Yontem
Ornek toplanmasi

Yapilan tez caligmasinda L-glutaminaz iiretimi igin Tiirkiye nin farkli bdlgelerinden
aliman rizosfer toprak oOrnekleri steril kap icerisinde muhafaza edilerek, aseptik kosullar
altinda laboratuar ortamina getirildi ve arastirma yapilincaya kadar, oda 1sisinda kisa siire

muhafaza edildi.

L-glutaminaz iireten bakteri izolasyonu

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen toprak orneklerinden S’er g tartilarak
Tablo 4’te anlatildig1 sekilde hazirlanan 50 mL’lik MSG (Minimal Salt Glutamin Medium)
besiyeri icerisine eklendi ve 30°C’lik calkalayicida 24 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda diliisyon serileri hazirlanarak, tek koloni bakteriler elde
edilinceye kadar saflagtirildi. Elde edilen izolatlar L-glutaminaz iiretim potansiyellerine

bakilmak iizere kisa siireligine +4°C‘de muhafaza edildi.

L-glutaminaz enziminin kalitatif analizi

Topraktan izole edilerek +4°C’de muhafaza edilen bakteri izolatlari, Tablo 4’te
anlatildig1 sekilde hazirlanmis olan MGA (Minimal Glutamin Agar) petrilerine yayma ekim
yontemine gore inokiile edilerek 30°C de 24-48 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sar1 renkli petrilerden pembe renge doniisen petriler segilerek
L-glutaminaz treticisi bakteriler belirlendi. Elde edilen saf koloniler Tablo 4’te anlatildig:
sekilde hazirlanan stok besiyeri igerisine inokiile edilerek kullanilincaya kadar -86 °C de

muhafaza edildi.

L-glutaminaz enziminin sivi kiiltiirde iiretimi

Glutaminaz ireten bakteri izolatlarindan MGA kat1 besiyerinde, en iyi zon veren
bakteri suslari segildi ve bu bakteriler stoktan canlandirildi. En yiiksek zonu veren sus TSB
kat1 besiyerine inokiile edilip 6n kiiltiir hazirlandi. Hazirlanan 6n kiiltiirden 1 mL &rnek

aliarak L-glutamin ihtiva eden glutaminaz siv1 besiyerine inokiile edilip glutaminaz tiretimi
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saglandi. Glutaminaz {iretimi aktivite tayin yontemlerine goére en yiiksek aktiviteyi veren

bakteri segilerek L-teanin biyotransformasyonunda kullanilmak tizere +4’de muhafaza edildi.

L-glutaminaz enziminin aktivite tayini

L-glutaminaz enzim aktivite tayini NH4" iyonlarinin olgimiine dayali metod ile

yapilmaktadir. Enzim aktivitesi i¢in agsagida siralanan adimlar izlendi.

e 20 uL 0,04 M L-glutamin ¢ozeltisi

e 20 uL 0,1 M fosfat tamponu (pH 8,0),

e 20 pL iiretilen enzim homojenati karistirildi ve 37 °C’da 15 dakika inkiibe edildi.

e 15 dk sonunda iizerine 20 puL 2 N asetik asit eklendi ve 10 dk bekletildi.

e Bu siirenin sonunda karisimdan 20 pL alindi ve tizerine 740 pL destile su ve 40 pL
Nessler reaktifi ilave edildi.

e Enzimatik reaksiyon sonucu olugan olan NHs" iyonlari ile Nessler reaktifinin
etkilesmesi i¢in 10 dakika beklendi ve sonrasinda olusan renk siddeti 450 nm’de
spektrofotometrik olarak optik denstisitesi okunarak not alindi. (Mosallatpur et al.
2019).

L-Glutaminaz Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Amonyum Standart Grafiginin
Cizilmesi

L-Glutaminaz aktivitesinin hesaplanmasi i¢in amonyum standart grafiginin ¢izilmesi
gerekmektedir. Bu, enzimatik reaksiyon sonucunda olusan NH** iyonlarinin miktar hesabiyla
yapilmaktadir. Ilk adim olarak, 1,0 mg/mL'lik amonyum kloriir (NH4Cl) stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu stok ¢6zeltisi, daha sonra 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ve 1,0 mg/mL'lik standart ¢ozeltilere
seyreltildi. Her bir standart ¢ozeltiden 0,1 mL alinarak, iizerine 3,7 mL distile su ve 0,2 mL
Nessler reaktifi eklendi ve reaksiyonun gergeklesmesi igin 10 dakika beklendi. Sonrasinda,
her bir numune igin 3,8 mL distile su ve 0,2 mL Nessler reaktifi eklenerek, 450 nm dalga
boyunda UV spektrofotometresinde absorbans degerleri olgiildii. Elde edilen absorbans
degerleri, amonyum kloriir konsantrasyonuna gore grafige aktarildi ve standart egrisi ¢izildi.
Son olarak, aktivite tayini yapilan numuneler i¢in standart grafik verileri kullanilarak miktar

tayini gerceklestirildi.

L-teanin sentezi

L - teanin'in biyokatalitik sentezi i¢in 200 mM L - GIn, 1 M etilamin, 50 mM Tris-HCI
tamponu (pH 10,5) ve 3 mL ¢alisma konsantrasyonunda bireysel enzim igeren bir reaksiyon

karisimi (5 mL) hazirlandi. Her reaksiyon karigimi 30 °C'de 6 saat inkiibe edildikten sonra
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reaksiyon sonlandirildi ve reaksiyon ¢ozeltileri 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasinda elde edilen siipernatant L-teanin tayini i¢in +4° C'de muhafaza edildi.

L-teanin Tayin Yontemleri
TLC ile L-teaninin kalitatif tayini

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bir karisimdaki bilesikleri ayirmak igin kullanilan
afinite temelli bir yontemdir. TLC, hem kalitatif hem de kantitatif numune analizi i¢in yaygin
olarak kullanilan ¢ok yonlii bir ayirma yontemidir. Bu yontem silika jel kaplanmis bir cam
plakayla gerceklestirildi. Bu plaka en alt kismina ve en {ist kismina cetvel yardimiyla bir ¢izgi
cizildi. Bu ¢izgi lizerine yliriitiilmesi planlanan madde kodlar1 kursun kalem yardimiyla
isaretlendi ve her bir noktaya bir damla olacak sekilde (4 uL) spotlandi. Daha sonra plaka
onceden hazirlanmis olan yiiriitiicii ¢ozelti (izobiitanol/asetik asit/saf su (4:1:1)) bulunan
tankin igerisine yerlestirildi. Yiriitlicii iist ¢izgiye ulastifinda plaka tanktan cikarildi ve
lizerine aminoasit indikatorii 0lan ninhidrin soliisyanu piiskiirtiildii. Daha sonra plaka tizerinde
pembe-mor noktalar goriiniir hale gelinceye kadar 95 ° C’lik kurutucuda kurutuldu ve olusan

lekelerin konumlar1 ve ¢aplari cetvel yardimiyla 6lgiildii.

HPLC ile L-teanin kalitatif ve kantitatif tayini

L-Teanin'in dogru ve giivenilir bir sekilde tayin edilmesi, 6zellikle gida ve farmasotik
endiistrisinde biiyiilk 6nem tasimaktadir. Bu amacla L-glutaminaz enzimi yardimiyla L-
glutamin ve etilaminden biyotransformasyonu saglanan L-teaninin tayini i¢in iiretim sonunda
elde edilen siipernatantlar Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi (HPLC) sistemi ile analiz
edildi. HPLC ile teanin analiz metodu olusturmak i¢in > % 96 saflikta L-teanin (C7H14N20s,
SIGMA) aminoasit standardi kullanildi. 10 mg L-Teanin 10 mL distile su igerisinde ¢oziilerek
1 mg/mL stok ¢dzelti hazirlandi. Stok ¢6zeltiden uygun diliisyonlar yapilarak 10, 50, 100, 200
ve 300 ppm konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Standart ¢ozeltiler igin

kalibrasyon egrisi ¢izildi.

L-teanin analizi, 20°C'de bir Inertsil ODS3 C18 kolonu (5 um, 250 mm x 4.6 mm) ve
RID detektor sistemi ile donatilmis bir Prominence LC-20A HPLC sistemi (Shimadzu,
Japonya) ile gerceklestirildi (Tablo 9). L-teanin analizi i¢in HPLC mobil fazlar1 hazirlan1 ve
bu mobil fazlar icin akis diyagrami olusturuldu (Tablo 10). HPLC analizi, Atatiirk
Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)

tarafindan hizmet alimu ile gergeklestirildi.

27



Tablo 9. L-Teanin HPLC metot sartlar1, mobil fazlari

Parametre

Deger

Kolon
Analiz siiresi
Mobil Faz-B
Akis Hiza
Kolon firim
Mobil Faz-A
Dalgaboyu
Gradien

Inertsil ODS-3 C18 (4.6 x 250 mm, 5um)
40 dk

Asetonitril

1 mi/dk

20 °C

Ultra Saf Su

190 nm

Tablo 10. L- teanin HPLC ile analizi i¢in kullanilan mobil fazlar i¢in akig diyagrami

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
0 100 0
10 100 0
12 20 80
20 20 80
22 100 0
40 100 0

Sivi Kromatografi-Kiitle Spektrometresi (LC-MS) ile L-Teanin Kalitatif ve
Kantitatif Tayini

Izolatlarin LC-MS analizleri, L-teaninin L-glutaminaz enzimi yardimiyla L-glutamin
dondrliigiinde ve etilamin varliginda biyotransformasyonu sonrasinda elde edilen numuneler,
TLC ve HPLC ile yapilan analizlerle L-teaninin miktar tayininin desteklenmesi amaciyla
yapildi. Uretim 6rnekleri santrifiij edilerek, icerisinde bulunan ¢okeltiler uzaklastirildi. Elde
edilen orneklerden 1’er ml alinarak LC-MS analizleri i¢in hazirlandi. LC-MS analizleri
Agilent 6460 Triple Quadropol marka sivi kromatografi cihazi ile gergeklestirildi. L-teanin
analizi i¢in LC-MC mobil fazlar1 hazirlandi ( Mobil A: %100,0 asetonitril, Mobil B: %0,1
formik asit,) ve bu mobil fazlar i¢in akis diyagrami olusturuldu (Tablo 11). LC-MC analizi,
Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi

(DAYTAM) tarafindan hizmet alim ile gergeklestirildi.
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Tablo 11. L- teanin LC-MC ile analizi i¢in kullanilan mobil fazlar i¢in akis diyagrami

Zaman (dk) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
1 30 70
5 80 20
7 80 20
7,10 30 70

En Yiiksek Konsantrasyonda L- Teanin I"Jretimil_lj Saglayan L-Glutaminaz Ureticisi
izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Arastirilmasi

Gram boyama

Izolatlarin Gram 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Gram boyama islemi yapildi.
Bunun i¢in bakteriler, TSA besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile ekildi ve 24 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Gelisen bakteri kolonilerinden bir 6ze dolusu alinarak lam iizerine
alinarak preparatlar hazirlandi. Daha sonra cam label bek alevinde 1sitilarak bakteriler lam
tizerine fikse edildi ve kristal viyole boyasi ile 1 dk muamele edildi. Ardindan saf su ile
yikanarak fazla kristal viyole boyasi uzaklastirildi. Daha sonra Kristal viyolenin bakterilere
nufiiz etmesini saglamak amaciyla prepatlar liigol soliisyonu ile kaplanarak, 1 dk bekletildi ve
saf su ile yikandi. Yikama isleminin ardindan preparatlar %96 etil alkol ile 15-20 saniye
muamele edildi. Son olarak preparatlarin iizerine safranin boyasi dokiilerek 30-45 saniye
bekletildi ve fazlasi saf su ile yikandi. Tamamlanan boyama isleminin ardindan preparatlar
151tk mikroskobu altinda 40x’lik objektif kullanilarak incelendi. Mav-mor renkte olan

bakteriler Gram pozitif, kirmizi-pembe renkte olan bakteriler Gram negatif olarak belirlendi.

izolatlarin gelisebildikleri tuz konsantrasyonunun belirlenmesi

Izolatlarin  gelisebildikleri  tuz  araligmin  belirlenmesinde;  farkli  tuz
konsantrasyonlarina (%5, %7 ve %9) sahip TSB besiyeri kullanildi. Test sugslari, ilgili
besiyerine inokiile edildikten sonra, 30°C’ye ayarh c¢alkalamali inkiibatorde 48 saat siire ile
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon periyodunun sonunda bakterilerin gogalabildikleri

mininmum ve maksimum tuz konsantrasyon degerleri spektrofotometre ile (OD600) tespit

edildi.

Izolatlarin gelisme sicakliklarinin belirlenmesi

Bakterilerin biiylime sicakliklarinin belirlenmesinde TSB besiyerleri kullanildi. Bu

amagla, bakteriler besiyerlerine inokiile edildi ve farkli sicakliklarda (25°C, 30°C, ve 45°C)
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inkiibasyona birakildi. 48 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda spektrofotometrede
(OD600) olctimler gergeklestirilirek, izolatlarin maksimum, minimum ve optimum biiylime

sicakliklar1 belirlendi (Harley and Prescott 2002).

Izolatlarin gelisebildikleri pH arahklarinin belirlenmesi

Izolatlarin gelisebildikleri pH araligmin belirlenmesi amaciyla farkli pH degerlerine
(pH:5-9) sahip TSB besiyerleri kullanildi. izolatlar, TSB besiyerlerine inokiile edildikten
sonra 48 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, spektrofotometrede (OD600)
yapilan 6l¢iimler sonucunda, izolatlarin gelisebildikleri maksimum, minimum ve optimum pH

araliklar1 belirlendi.

Oksidaz testi

Oksidaz testi, bakterilerin elektron transferinde rol oynayan bir protein olan sitokrom
c'ye sahip olup olmadigmi belirledi. Sitokrom c proteini (oksidaz c) solunuma katilir ve
elektron tasima sisteminde indirgen maddeler birbirleriyle reaksiyona girdiginde hiicresel
enerjinin olugmasina neden olur. Bu yontem, bir organizmanin oksidasyon enzimi oldugunda
mavi renk liretmesi prensibine dayanmaktadir. Bu testte ticari olarak satin alinan kitler
kullanildi. TSA ortaminda 48 saat siireyle yetistirilen bakteri kiiltiiriine 1 damla oksidaz
sollisyonu eklendi ve mavi renk olusumu oksidaz pozitif olarak kabul edildi. Renk degisimi

izlenmezse oksidaz negatif olarak kaydedildi (Harley and Prescott 2002).

Katalaz testi

Katalaz testi, izole edilen bakterilerin katalaz enzimi igerip icermedigini tespit etti. Bu
enzim, elektron tagima zincirinin sonunda a¢iga ¢ikan hidrojen peroksiti (H202) pargalayarak
H20 ve Oz gazina doniistiiriir ve kabarciklar halinde O2 gazinin olusumu gozlenir. Bu amagla
TSA ortaminda gelistirilen 48 saatlik bakteri kiiltiiriinden bir 6ze alinarak cam bir lam {izerine
yerlestirildi ve tizerine %3'lik H202 damlasi eklendi. Kabarcik olusturan bakteriler katalaz

pozitif; hicbir reaksiyon gostermeyen bakteriler katalaz negatif olarak kaydedildi.

30



En Yiiksek Konsantrasyonda L- Teanin Uretimini Saglayan L-Glutaminaz Ureticisi
izolatlarin Molekiiler Identifikasyonu

Test izolatlarindan DNA ekstraksiyonu

Izolatlar ilk olarak stok kiiltiirlerden TSA ortamma aktarilarak canlandirildi.
Canlandirilan bakteri kolonilerinden tek bir koloni segildi ve dnceden hazirlanip otoklavda
steril edilen 10 mL’lik TSB besiyeri igerisine inokiile edildi ve 30 °C 150 rpm'de biiyiimeye
birakildi. Inkiibasyon periyodundan sonra PromegaWizardR DNA saflastirma kitine gére
genomik DNA izolasyonu yapildi ve PCR isleminde kulaanilmak iizere +4 °C'de saklamaya
birakild: (Prescott, 2002).

Test Izolatlarindan Ekstrakte edilen DNA konsantrasyonlarmn Olciilmesi ve
calisma soliisyonlarinin hazirlanmasi

Ekstrakte edilen DNA'nin konsantrasyonunu 6l¢gmek, DNA'in kalitesini ve miktarini
belirlemek i¢in 6nemlidir. Spektrofotometri yontemi, DNA konsantrasyonunu 6l¢mek igin
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, DNA miktar1, 260 nm’deki absorbans
Olciimiiyle belirlenirken, genetik materyalin protein kirliligi tasiyip tasimadigi ise 280 nm’de
okunan absorbans degeriyle tespit edildi. Kuvarz kiivet igerisine 998 pL TE ¢ozeltisi
konularak 260 nm spektrofotometrede absorbans degeri dl¢iildii ve okunan deger kor olarak
kaydedildi. Daha sonra kiivete 2 ul. DNA ilave edilerek karisimin homojen olmasi saglandi
ve 260 nm’de kore karsi absorbans 6lc¢iildii. Okunan bu de§erden kore ait deger cikarilarak
DNA’nin absorbans degeri bulundu. Bu islemlerin ardindan ayni 6l¢iimler 280 nm i¢in de
tekrarlandi. Aze0 ve Azso degerlerine kaydedildi ve Azeo/A280=1-1,7 olan ornekler ¢aligma

sollisyonu hazirlamak i¢in kullanildi (Adigiizel 2006).

DNA orneginin ve calisma soliisyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi
(ng/mL)

DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in agsagida verilen formiil kullanildi:
DNA Konsantrasyonu (ug/mL)=Azs0xSeyreltmeFaktorii(500)x50

Burada; Aze0, 260 nm dalga boyunda Olgiilen absorbans degeridir. 50, DNA'nin 1
absorbans biriminde 50 pg/mL oldugunu belirtmektedir.

DNA ¢alisma soliisyonunun konsantrasyonu i¢in ise asagida verilen formiil kullanilds;
Istenen Konsantrasyon (100ng/pl) x Istenen Hacim (200 pl) / Stok DNA Konsantrasyonu (ug/mL)

Hesaplanan deger stok DNA ¢ozeltisinden alinarak, TE ¢ozeltisi ile 200 pl’ye
tamamlandi. 100 ng/uL konsantrasyondaki DNA c¢alisma soliisyonu olarak kullanildi. DNA
tiipleri -86°C’de sonraki ¢aligmalarda kullanilincaya kadar muhafaza edildi (Adigiizel 2006).
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16S rRNA PCR Islemi

16S rRNA PCR yontemi, mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve filogenetik analizleri
icin yaygin olarak kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. 16S ribozomal RNA (rRNA)
geni, bakteriler ve arkea gibi prokaryotik organizmalarda bulunur ve tiirler arasinda yiiksek
derecede korunmus bolgeler icerir. Bu oOzellikleri sayesinde 16S rRNA geni,
mikroorganizmalarin taksonomik siniflandirilmasi ve filogenetik agaclarin olusturulmasi icin
idealdir. Test izolatinin genomik DNA'sindan prokaryotik ribozomun evrimsel geni olan 16S
rRNA, UNI16S-L: (50-ATTCTAGAGTTT GATCATGGCTCA-30) ileri primeri ve UNI16S-
R ters primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile amplifiye edildi. Bu
amagla, her bir 6rnek i¢in asagida tabloda (Tablo 12) verilen reaktiflerden her biri amplifiye

edilecek izolat sayisina gore hesaplanip bir karisim hazirlandi.

Tablo 12. PCR islemi igin Gerekli Reaktifler, Konsantrasyonlar1 ve Miktarlari.

Reaktif Konsantrasyon Kullanilan Miktar (uL)
MgCl, 25mM 1,8

27F 5 pmol 3

1492R 5 pmol 3

dNTP 25 mM 0,6

ddH;O - 14,1

DMSO %99 1,2

Kahp DNA 100 ng 3

Toplam - 30

PCR islemi i¢in hazirlanmis olan soliisyon mini santrifiijde spinlenerek izolat
kodlarmin isaretlendigi her bir PCR tiipiine 27'ser uL pipetlendi. Uzerlerine her bir 6rnek igin
izole edilmis kalip DNA’dan 3’er uL eklenerek spinlendi ve PCR cihazina yerlestirildi. PCR

cihazinda Tablo 13‘de verilen degerlere gore bir program olusturuldu ve ¢alistirildi.

Tablo 13. PCR Programi Degerleri

Asamalar Sicaklik (°C) Siire(dk) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 2 1
Denatiirasyon 95 1 36
Baglanma 52 1 36
Uzama 72 2 36

Son Uzama 72 5 1
Saklama 4 0
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16S rRNA PCR Uriinlerinin Jel Elektroforezi

Jel elektroforez islemi, PCR fiiriinlerini ayristirmak ve gorsellestirmek icin kullanilan
yaygin bir laboratuvar teknigidir. Bu teknigin ilk asamasi olarak agaroz jel hazirlandi. %’lik
agaroz jel hazirlamak amaciyla ilk olarak 0,8 g agaroz tartilarak mikrodalga firina dayanikhi
bir erlenmayer igerisine koyuldu ve daha sonra tizerine 80 mL 1X TAE tamponu ilave edildi.
Agaroz tamamen ¢oziilene kadar hazirlanmis olan karisim mikrodalgada 1sitildu.
Kabarciklarin ¢ikmasini 6nlemek i¢in aralikli olarak karistirildi. Coziilmiis agaroz, yaklasik
50-60°C'ye kadar sogumaya birakildi ve karigim igerisine bir DNA boyasi olan ethidium
bromide (3 pg/mL) eklendi (Ethidium bromide toksik oldugundan dikkatli kullanilmalidir.).
Ethidium bromide eklenmis agaroz jel soliisyonu dnceden TAE ile 1slatilmis bir jel dokme
kiivetine dokiildii ve hemen ardindan jelin iist kismina 6rnek kuyular1 olusturacak olan
taraklar kiivete yerlestirildi. Jelin tamamen katilasmasi igin oda sicakliginda 30-35 dk
bekletildi.  Katilasmis agaroz jel, taraklar1 dikkatlice c¢ikararak elektroforez tankina
yerlestirildi ve iistli kapanacak sekilde 1X’lik TAE tamponu dokiildii. Jeldeki ilk kuyucuga,
10 kb DNA markirindan [10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 800,
900, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100] (Biolabs-N0550S) 3 pL yiiklendi. diger kuyulara ise
her bir 6rnek igin; 1 pL 6X yiikleme tamponu (loading dye) ve 5 uL PCR fiirlinii karigimi
yiiklendi. Ornekler elektroforez jel diizenegi yardimiyla 120 voltta 120 dk yiiriitiildii. Jel
tizerinde bulunan ve etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel dokiimantasyon sistemi ile
goriintiilenerek bilgisayar ortaminda (Quantum Vilber Lournat Gel Documentation System)

incelendi ve kaydedildi.

Filogenetik Cahsmalar i¢cin Gen Amplifikasyonu ve Dizileme

16S rRNA gen bolgesi bakteri sistematigi agisindan olduk¢a onemlidir ve evrimsel
acidan da korunmus bolge olma 6zelligi tasimaktadir 16S rRNA gen dizilemesinin sonuglari,
GenBank ve EzTaxon (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi ve http://www.eztaxon.org/)
sunuculart kullanilarak analiz edildi. Calismanin sonuglari dikkate alinarak, MEGA 4.0

yazilim paketi kullanildi ve komsu birlestirme yontemi ile bir filogenetik aga¢ olusturuldu.

En Yiiksek Aktivitede L-Glutaminaz ve En Yiiksek Konsantrasyonda L-Teanin Uretimi
Icin Besiyeri Optimizasyonu

Fiziksel degisken optimizasyonu
Zaman optimizasyonu

L-glutaminaz treticisi olarak segilen izolat stok kiiltiirlerden TSA ortamina aktarilarak

canlandirildi. Canlandirilan bakteri kolonilerinden tek bir koloni secildi ve 6dnceden hazirlanip
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otoklavda steril edilen 50 mL’lik TSB besiyeri igerisine inokiile edildi ve 30 °C 150 rpm'de
bliylimeye birakildi. 24 saat siireyle cogaltilan L-glutaminaz iireticisi bakteri izolat 6n
kiiltiirlerinden 1 mL alinarak Tablo 4’te anlatidig1 sekilde hazirlanms ve steril edilmis olan
Minimal glutamin siv1 besiyerine inokiile edildi. Inokiilasyonu gergeklestirilen siv1 kiiltiirler
30°C’lik calkalayicida 130 rpm’de 4 giin boyunca iiretime birakildi. Uretim siiresi sirasinda
sifirinc1 dakikadan itibaren 4. giliniin sonuna kadar (aktivite diisiisiinii veya sabitlenisini
gorene kadar) her 12 saatte bir numunelerin enzim aktivitesi Nesslerizasyon yontemi
kullanilarak belirlendi. On kiiltiirle asilanmamis ortam, 450 nm'de optik yogunlugu (OD)

Olgmek i¢in kontrol olarak kullanildi.

pH optimizasyonu

Ortamin pH's1 bakterilerin bilylimesi iizerinde 6nemli etki gostermektedir. Besiyeri
ortaminin pH’smin 6,0 ile 7,0 arasinda olmas1 mikroorganizmalarin biiylimesini kolaylastirir.
Bu baglamda besiyeri fiziksel degiskeni olan pH optimizasyonu i¢in bes farkli pH da (5, 6, 7,
8, 9) (100 ml) Minimal glutamin sivi besiyeri hazirlanarak otoklavlandi ve bu besiyerleri
onceden 24 saat siireyle biiyiitiilen 6n kiiltiir inokiile edildi ve 24 saatlik araliklarla 6rnek
aliarak aktivite tayini yapildi. Bu islem zaman optimizasyonunda en yiiksek aktivite goriilen

saate kadar devam ettirildi.

Sicaklik optimizasyonu

Sicaklik enzim aktivitesini ve iiretimini etkileyen onemli bir parametredir. Yiiksek
sicaklikta enzim denatiirasyona ugramakta ve diisiik sicakliklarda ise inaktif formda
olmaktadir. Baz1 mikroorganizmalar gerekli yan iirlinleri diisiik sicakliklarda, bazilari ise
yiiksek sicakliklarda tiretmektedir. Besiyeri fiziksel degiskeni olan sicaklik optimizasyonu
icin On kiltlr ile asillanmigs Minimal glutamin sivi besiyeri 20 ila 40 °C arasindaki farkli
sicaklik araliklarinda (20, 25, 30, 35, 40) inkiibe edildi. Zaman optimizasyonunda en yiiksek
aktivite goriilen saatte aktivite bakild: ve elde edilen maksimum enzim aktivitesi hesaplanarak

elde edilen verilerle en iyi sicaklik belirlendi.

Calkalama hizi (rpm/dak) optimizasyonu

Rpm, ortam bilesenlerini ortamda esit sekilde dagitmak i¢in kullanighdir. Diisiik rpm,
ortam bilesenlerini karistirmazken, yiiksek rpm, elde edilen iiriinlere ve bakteri hiicrelerine
zarar verir. Bu amagla {i¢ farkli calkalayicida 100, 130, 150 rpm ayarlandi ve rpm
optimizasyon deneyleri yapildi. Fiziksel degiskenlerin optimum araliklari, fiziksel parametre

optimizasyonundan sabitlendi.
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Besiyeri i¢erik optimizasyonu
Karbon kaynagi optimizasyonu

Karbon kaynagi optimizasyonu icin literatiir bilgilerine gore belirlenen bazi
monosakkaritler, disakkaritler ve polisakkaritler (Glikoz, Maltoz, Galaktoz, Nisasta, Seliiloz,
Ksiloz, Laktoz) kullanilarak farkli besiyerleri hazirlandi. Karbon kaynaklart Minimal besiyeri
icerigine her bir C kaynagindan 2 g/L eklendi onceden optimize edilerek belirlenen pH
degerine gore pH ayar1 yapildi ve otoklavlandi. Herhangi bir C kaynagi bulunmayan minimal
besiyeri kontrol olarak kullamldi. Uretim oranini en gok arttiran karbon kaynag belirlendi ve
izolatin ihtiya¢ duydugu optimum konsantrasyonu bulmak amaciyla belirlenen C kaynagindan
farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 g/L) hazirlanarak konsantrasyon miktar1 optimize

edildi.

Azot (N) kaynag optimizasyonu

N kaynaklari, mikroorganizmalarin ¢ogalmasi igin gerekli proteinleri sentezlemesine
yardimcr olur. Bunun i¢in N kaynaklarindan maya ekstrakti, amonyum siilfat, iire ve L-
Glutamin azot kaynaklarindan 2 g/L tartilarak minimal besiyeri igerisine eklendi ve
otoklavlandi. (Besiyeri ortaminda bulunan L-Glutamin hem indiikleyici hem de N kaynagi
olarak gorev yapar). Kaydedilen verilerle N kaynagi belirlendikten sonra belirlenen N kaynagi
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 g/L) besiyeri hazirlanarak optimum
konsantrasyonu belirlendi. Deney esnasinda minimal besiyeri de hazirland1 ve kontrol olarak
kullanildi.

L-Glutamin konsantrasyon optimizasyonu

L-Glutamin, protein sentezinde yer alan, esansiyel olmayan notr polar amino asittir ve
L-Glutaminaz iiretimi i¢in indiikleyici gorevi goriir. Konsantrasyonun artmasi veya azalmasi
tretimi  etkilemektedir. Maksimum L-Glutaminaz {retimi igin gereken optimum
konsantrasyonu belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 6, 9 g/L) L-glutamin
iceren besiyerleri hazirlanarak otoklavlandi. Hazirlanmis olan besiyerleri igerisine dnceden
cogaltilmis olan L-glutaminaz iireticisi izolat on kiiltiirlinden inokiile edildi ve uygun
kosullarda iiretim saglandi. Optimize edilerek belirlenen siirenin sonunda aktivite tayini

yapilarak en iyi konsantrasyon miktar1 belirlendi.

Plackett-Burman optimizasyonu

Bu calismada, Pseudomonas iridis E9’den L- Glutaminaz iiretimini en ist diizeye

cikarmak icin Plackett - Burman yontemi kullanildi. Istatistiksel optimizasyon deneylerini
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gerceklestirmek icin Minitab yazilimi kullanildi. Deney iiretmek i¢in degiskenlerin alt ve {ist
sinirlarinin verildigi iki seviyeli faktoriyel bir diizenekle bir deney tasarimi olusturuldu. Bir
orta nokta ile 11 degisken kullanilarak 13 farkli besiyeri ortami belirlendi. Orta nokta
sayisindaki artig hatay1 en aza indirmektedir. Degiskenler; Glukoz, L- Glutamin, NazHPOs4,
KH2PO4, NaCl, MgSO4:7H20, maya ektrakti, pH, Sicaklik, rpm ve zaman olmak tizere 11
farkli parametre olarak belirlendi. Tasarim tablosundan firetilen deneyler igin nesslerizasyon
yapild1 ve L- Glutaminaz aktivitesi hesaplanarak uygun besiyeri ortami belirlendi. Plackett-

burman programinin olusturdugu denklem asagida verildi.

Glutaminaz = (6,959 + 2,990 Glukoz(g/L)) — (0,1483 L-glutamin(g/L)) -
(IU/mL) (0,7832 Na2HPO4(g/L))
- (1,134 KH2PO4(g/L)) + (0,7152 NaCl(g/L))
+(0,8567 Mg(S04)7H20(g/L))
- (0,5267 Maya(g/L)) — (0,3045 pH) + (0,05421 Sicaklik(°C))
+(0,01976( rpm/dKk))
+(0,1002 Zaman(saat))

En Yiiksek Konsantrasyonda L-Teanin Uretimi Icin Gerekli Parametrelerin Response
Surface Methodology (RSM) ile Istatistiksel Optimizasyonu

RSM, istenilen bir ¢6ziim bulmak i¢in degiskenler arasindaki etkilesimleri 6lgmeye
yardime1 olur. RSM yontemleri kullanilarak istenen ¢ozeltinin maksimizasyonu veya
minimizasyonu elde edilebilir (Anderson ve Whitcomb, 2016). Uretimi optimize etmek icin
Box-Behnken deneysel tasarim yontemi (BBD) kullanildi. BBD ile 3 farkli faktoriin -1, O ve
+1 seviyelerinde yanit ylizey tasarimi olusturuldu ve arastirilan her bir faktoriin seviyeleri ve
kodlanmig degerleri belirlendi (Tablo 14). L-teanin biyosentezi i¢in énemli parametlerinden
olan etilamin, L-glutaminaz miktari, sicaklik ve pH bagimsiz degiskenleri; olarak
belirlenirken L-teanin miktar1 bagimli degiskendir. Tasarimda toplam 27 deney olusturuldu ve
tekrarlanabilirligini test etmek i¢in merkez noktasi birka¢ kez tekrarlandi. Tiim deneyler ii¢
tekrar halinde gerceklestirildi. Deneysel tasarimda, katsayilarin belirlenmesinde, veri analizi
ve grafiklerin ¢izilmesinde minitab 18 deneme siiriimii kullanildi. Modele ait esitlik asagidaki
gibidir:

Y =217010 — 380A +16877B —34699D —5845C
+117,3(A?) + 351(B?) +2357(D?) + 84,6(C?)
+ 378 (AxB) + 250 (AxD) -117,2 (AXC) - 2190 (BxD)

- 72 (BxC) + 62 (DxC)
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Esitlikte verilen Y degeri, tahmin edilen yanit yiizey fonksiyonu (L-teanin miktar1), A,
B, C ve D bagimsiz degiskenleri gostermektedir;

Tablo 14. Box-Behnken Tasarim Ile Test Edilen Faktorlerin Diizeyleri (L-Teanin
Biyosentezi)

Sembol Bagimsiz degiskenler Unit Derecelerin kodlanmamis
(L-Teanin) degerleri

-1 0 1
A Etilamin 0,5 5,0 10,0
B L-glutaminaz miktari 1 3 5
C Sicaklik °C 40 30 45
D pH 8 9 11

Istatistiksel Analiz

Besiyeri optimizasyon deney sonuclarinin istatistiksel degerlendirmesinde GraphPad
Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego California USA) istatistik programi
kullanildi. HPLC ve LC-MC analizleri hari¢ tiim analizler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildu.
Birbirinden bagimsiz olarak yapilan li¢ deney tekrarinin ortalamasi (£) ve standart sapmasi
(SD) olarak ifade edildi. Istatistiksel Optimizasyon verileri Plackett — Burman ve Response
Surface Methodology (RSM) yontemiyle deneme plani olusturuldu ve Minitab 18 yazilimi
kullanildi.

37



ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Mikroorganizmalarin Izolasyonu

Bu c¢alisma kapsaminda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde bulunan farkl illerin ¢esitli
bolgelerinden (Adana, Erzurum, Giimiishane, Manisa, Urfa, Trabzon, Van) temin edilen
toprak &rneklerinden toplam 132 adet bakteri izole edildi. Izolatlarin L- glutaminaz iiretim
potansiyellerine bakilmak izere her bir saf koloni fenol red igerikli petrilere inokiile edildi. Saf

kiiltiirleri izole edilen bakterilere ait baz1 petri gortintiileri Sekil 10°da verildi.

Sekil 10. L-Glutaminaz Birincil Tarama Yénteminde L- Glutaminaz Ureticisi Oldugu
Belirlenen Suslarin Petri Goriintiileri

L-glutaminaz enziminin kalitatif analizi

Toprak numunelerinden izole edilen bakteriler Tablo 3’te anlatildig: sekilde hazirlanan
MSG besi yerlerine wel difiizyon metodu kullanilarak inokiile edildi ve 30°C‘de 24-48 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. 24. saat ve 48. saat sonunda sar1 renkten pembe renge doniisen
petrilerin goriintiileri kaydedildi. Yapilan incelemeler sonucunda, izole edilen 132 adet

bakteriden 76 tanesinde belirgin renk doniisiimii oldugu gézlemlendi (Sekil 11).
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Sekil 11. L-glutaminaz pozitif ve negatif bakteri petri goriintiisii.

L-Glutaminaz Enziminin sivi kiiltiirde iiretimi

Toprak numunelerinden izole edilen ve fenol red igerikli petrilerde pembe renk
doniistimiinii saglayan izolatlar, rengin koyulugu ve renk doniisim hizi goz Oniinde
bulundurularak ayristirildi. Segilen izolatlar L-glutaminazin kantitatif analizinin belirlenmesi
amactyla Minimal Glutamin siv1 besiyerinde L-glutaminaz enzim iretimi saglandi. Her bir
kiiltir icinde 30°C‘de 120 rpm’de ¢alkalamali inkiibatérde enzim {iretimi saglandi. Daha
sonra bu kiiltiir stvilarindan 24 saat araliklarla 1’er mL 6rnek alinarak yontem bdliimiinde
anlatildigr sekilde aktivite tayini yapildi ve enzim miktar1 Kantitatif olarak analiz edildi. Bu
islem aktivite diisiinceye kadar devam ettirildi. Yapilan kantitatif analizler sonucunda 76 olan
izolat sayist sivi kiiltiirde enzim tiretim durumuna gore 40’a disirildii (Tablo 15). Bu
taramalar sonucunda elde kalan toplam 40 adet bakteri izolatinin her birine “E” ile baslayan
kodlar verildi ve kullanilincaya kadar -86 °C’de muhafaza edildi. Toprak numunelerinden
izole edilen bakterilerin temin edildigi toprak ortam lokasyonlari ve izolat sayilar Sekil 12°da

verildi.
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Tablo 15. izole Edilen Bakteri Sayilarinin Lokasyonlara Gore Dagilimi.

izolat L-GS (+) L-GS (+)

Lokasyon Konum Koordinatlari Sayisi izolat_ sayisi izolat sayisi

(Kalitatif) (Kantitatif)
Adana 37°02'43.5"N 35°49'26.1"E 15 12 6
Uzundere 40°32'10.9968"N41°32'53.9952"E 16 6 5
Hinis 39°21'34.7"N 41°42'33.9"E 21 15 10
Giimiishane  40°11'22.0"N39°07'36.0"E 13 7 3
Manisa 38°44'53.6"N28°24'15.4"E 18 7 4
Urfa 37°45'00.0"N 39°19'00.0"E 17 13 4
Trabzon 40°37'09.5"N 40°17'42.0"E 9 5 2
Van 38°44'11.94"N44°07'36.44"E 23 11 6
Toplam 132 76 40

illere gore izolat yiizdesi

B Adana

B Manisa

B GUimishane

B Van

B Trabzon

m Urfa

® Erzurum (Hinis)

M Erzurum (Uzundere)

Sekil 12. Bakterilerin izole edildikleri toprak ortamlar1 ve izolat sayilari
L-Glutaminaz Aktivitesi Hesaplamasinda Kullanilan Amonyum Standart Grafigi

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda kullanilan amonyum standart grafigi yontem
boliimiinde anlatildigi gibi hazirlanmis ve standart ¢ozeltileri mg/mL amonyum kloriire
(NH4Cl) karsilik gelen absorbans degerleri kaydedilmistir. Kaydedilen degerler ve amonyum
klorlir konsantrasyon miktarlar1 kullanilarak bir lineer grafik c¢izildi ve bu grafigin egim

degeri kullanilarak enzim {inite hesabi1 yapild1 (Sekil 13).
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Sekil 13. L-glutaminaz aktivitesi i¢in standart amonyum grafigi

Aragtirma boyunca elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford
yontemiyle belirlendi. Bu amagla yontem boliimiinde anlatildigi gibi standart grafik
hazirlandi. Protein tayinine ait standart grafik Sekil 14°de verilmistir. Siv1 kiiltlirde iiretilen
enzimlerin inkiibasyon sonrasi kiiltiir {ist sivis1 santrifiij edilerek ayristirilan homojenatlarin

kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak hesaplandi.

1,2
1
y =0,0096x ®
2 _
0,8 R*=0,9938

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120
BSA mg/mL

Sekil 14. Kantitatif protein tayini i¢in kullanilan standart grafik

Taramalar sonucu elde edilen bakteri izolatlar1 L-teanin {iretiminde kullanilmak {izere
stoktan almarak TSA petrilerine well diflizyon yontemiyle ekilerek canlandirildi.
Canlandirilan bakteriler TSB igerikli besiyerine aktarilarak on kiiltiir hazirlandi. Hiicrelerin

yeterli sayiya ulastigi her bir 6n kiiltiir sivisindan 1’er mL alinarak MGM besiyerine inokiile
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edildi ve 72 saat boyunca c¢alkalamali inkiibatdrde enzim {iretimi saglandi. Inkiibasyon
stiresinin sonunda her bir kiiltiir sivis1 santrifiij edildi. Elde edilen siipernatantlardan enzim
aktivitesi ve protein miktar hesabi yapilmak {izere kantitatif tayin yapildi. Elde edilen
sonuclara gore enzim miktari, protein miktar1 ve spesifik aktivite hesaplandi. Belirlenen
veriler degerlendirilerek en yiiksek aktiviteyi veren izolatlar belirlenerek L-teanin iiretiminde
kullanilmak tizere ayrildi. Ayristirilan izolat kodlari, temin edildikleri lokasyonlar ve aktivite

sonuclar1 Tablo 16°da verilmistir.

Tablo 16. En Yiiksek Aktivitede Enzim Uretimi Saglayan izolatlar ve Analiz Sonuglari

_ Protein Spesifik
bt Lokason KU opueonmy At Mikan At
protein/mL) protein)
El Urfa MGM 0,911 13,938 21,417 0,65
E2 Van MGM 0,557 8,522 20,411 0,42
E5 Van MGM 0,658 10,067 18,231 0,55
E6 Uzundere MGM 0,666 10,189 10,211 1,00
E7 Uzndere MGM 0,527 8,063 21,032 0,38
E9 Uzundere MGM 1,047 16,019 25,321 0,63
E10 Hinis MGM 0,512 7,833 4,235 1,85
Ell Urfa MGM 0,954 14,596 25,368 0,58
E12 Urfa MGM 0,511 7,803 5,222 1,49
E15 Hinis MGM 0,531 8,109 5,698 1,42
E16 Adana MGM 0,496 7,588 4,981 1,52
E17 Van MGM 0,722 11,046 6,321 1,75
E20 Van MGM 0,726 11,107 6,322 1,76
E23 Manisa MGM 0,408 6,242 2,114 2,95
E24 Manisa MGM 0,425 6,502 2,365 2,75
E26 Trabzon MGM 0,455 6,961 2,658 2,62
E28 Giresun MGM 0,425 6,502 3,012 2,16
E30 Adana MGM 0,668 10,220 5,314 1,92
E32 Adana MGM 0,756 11,566 6,325 1,83
E33 Adana MGM 0,53 8,109 7,365 1,10
E34 Uzundere MGM 0,756 11,566 8,001 1,45
E35 Uzundere MGM 0,865 13,234 21,123 0,63
E36 Uzundere MGM 0,756 11,566 20,114 0,58
E37 Van MGM 0,635 9,715 11,258 0,86
E38 Uzundere MGM 0,654 10,006 8,003 1,25
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Bu tez calismasi kapsaminda; Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden temin edilen toprak
numuneleri kullanilarak L-glutaminaz {ireticisi yeni mikrobiyal kaynak arastirildi. Yapilan
petri taramalar1 sonucunda L-glutaminaz iiretebilen 40 bakteri izole edildi. Bu bakteriler
kullanilarak L-glutamin iceren sivi besiyerinde kiiltiire edildi ve E9 kodlu bakterinin 16,019
EU/mL l-glutaminaz ekstraseliiler olarak iirettigi kaydedildi. Literatiirde benzer g¢alismalar
incelendiginde Soren et al. (2020) yaptiklart bir caligmada L-glutaminaz {iretimi igin
Hindistanin Kharagpur kentinden temin ettikleri toprak numuneleri ile ¢alismiglar ve PJBI
kodu verdikleri bakteriden sivi kiiltiirde 19,36 EU/mL |-glutaminaz tiretmislerdir. 2021°de
yapilan baska bir ¢alismada (Awad et al.) L-glutaminaz iireticisi mikroorganizma taramasi
icin toprak numuneleri ile ¢alismislar ve Faesay kodu verdigi 6 adet mantar izole etmis ve bu
mantarlar kullanilarak katt hal fermentasyon yontemiyle 11,23 EU/mL L-glutaminaz
ekstraseliiler olarak iiretmislerdir. Yine baska bir calismada Shuai et al. (2019) L-glutaminaz
ireticisi bakteri izolasyonu ic¢in bir petrol sahasindan (Jiangsu Petrol Sahasi, Yancheng,
Jiangsu, Cin) alinan petrol/salamura karisimi toprak numuneleri ile calismiglar ve SP kodlari
verdigi 12 adet bakteri izole etmislerdir. Bu bakterilerden SP001 kodu verdikleri bakteri
kullanarak 0,28 EU/mL L-glutaminaz ekstraseliiler olarak iretmislerdir. Literatiirle
karsilastirildiginda bu calismada {iretilen enzimin literatliire yakin ve bazi calismalarin

sonuclarindan yiiksek oldugu goriildii.

L-Teanin Biyosentezi

Biyotransformasyon yoluyla L-teanin sentezi yapilan literatiir incelemeleri sonucunda
belirlenen biyotransformasyon sartlarinda (3 mL enzim siipernatantr, 200 mM L-glutamin, 1
M g/L etilamin 5 mL Tris-HCI (pH 9,0) , 30 ° C de 150 rpm / dak ¢alkalamali etiivde 8 saat)
L-teanin biyosentez islemi gerceklestirildi. Bu islem i¢in 6nceden belirlenen 25 adet farkli
izolatlardan izole edilen L-glutaminaz enzimi biyokatalizor olarak kullanildi. Reaksiyon
stiresinin sonunda elde edilen siipernatantlar TLC ile kalitatif, HPLC ve LC-MC ile kantitatif

olarak tayin edilmek iizere +4 ° C muhafaza edildi.

TLC ile L-Teaninin Kalitatif Tayini

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bir karistmdaki bilesikleri ayirmak igin kullanilan
afinite temelli bir yontemdir. TLC, hem kalitatif hem de kantitatif numune analizi i¢in yaygin
olarak kullanilan ¢ok yonlii bir ayirma yontemidir. Y6tem sonucunda segilen suslardan L-

teanin tiretimi kalitatif (var-yok) olarak belirlendi (Sekil 15).
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L-teanin

Sekil 15. L-teaninin kalitatif tayini, A: L-glutamin, B: L-Glutamik Asit, C: L-teanin L-teanin
(+) numuneler (Sirastyla E11, ES, E28, E9, E11, E12, E33 ve E37).

Yapilan TLC sonuglarina gore kontrol olarak kullanilan L-teanin ile ayni konumda
zon veren numuneler pozitif olarak kabul edildi ve zonlarin ¢ap biiyiikliigiine gore L-teanin
miktar1 degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda 25 olan izolat sayis1 21’e diistirtildi
ve 21 adet izolattan elde edilen L-glutaminaz enzimleri kullanilarak L-teanin biyosentezi
gergeklestirildi. Biyosentez siiresinin sonunda iiretim soliisyonu santrifiij edildi ve elde edilen
stipernatantlar herbir izolat kodu ve sayisiyla etiketlenerek HPLC sisteminde degerlendirilmek
tizere +4 °C’ye kaldirildu.

HPLC ile L-Teaninin Kalitatif ve Kantitatif Tayini

Izolatlarm L-teanin iiretim potansiyelleri, yapilan HPLC analizi sonucunda belirlendi.
Bu amagla oncelikle analizin gergeklesebilmesi icin standart kalibrasyon egrisi hazirlandi.
Standart olarak > % 96 safliktaki L-teanin standardi kullanildi. Daha sonra yine L-teanine ait
kromatogram goriintiisii elde edildi ve dl¢limii yapilan izolatlarin da L-teanin igerigi kantitatif
olarak hesaplandi. Bu dogrultuda referans olarak; L-teanin kalibrasyon egrisi ve L-teanin
standardina ait kromatogram goriintiisiinden yararlanildi. Sonuglar; ppm olacak sekilde
kantitatif bir degerle ortaya konuldu. Analiz; ilk taramalarla elde kalan 21 izolatlardan elde
edilen enzim biyokatalizorliigiinde sentezlenen L-teanin reaksiyon ¢ozeltilerine uygulandi. Bu
21 izolata ait L-teanin tiretiminin HPLC ile belirlenen kantitatif sonuglar1 Tablo 18’de verildi.
HPLC sonuglari incelendiginde 21 numuneden 4 tanesinde standart numune ile ayni siirelerde
pik verdigi ve yiiksek konsantrasyonda iiretim oldugu goriildii (Sekil 17-20). Segilen bu 4

izolat konvansiyonel ve molekiiler olarak tanilanmak tizere ayristirildi.
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Tablo 17. L-Teanin analizi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler ve konsantrasyon oranlari.

Konsantrasyon Ortalama Alan Alan
1 10 55322 55322
2 50 23578 23578
3 100 461503 461503
4 200 916981 916981
5 300 131393 131393
16
1,4
S y =0,4461x
=12 R?=0,9987
c
o
<
1]
£
1]
s
S

) 25 3 3,5

Kclﬁr’wantrasyzon*lo

Sekil 16. L-Teanin analizi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler baz alinarak ¢izilen kalibrasyon
egrisi
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Tablo 18. Toprak numunelerinden izole edilen 21 farkli sus kullanilarak tiretilen L-teaninin
HPLC sonuglari.

izolat Kodu L-Teanin (ppm)
E-3 125,020
E-4 116,153
E-5 157,581
E-9 178,533
E-10 110,155
E-11 167,294
E-12 166,436
E-15 116,740
E-16 131,391
E-17 11,655
E-20 97,947
E-23 84,335
E-24 79,052
E-26 116,701
E-28 131,489
E-32 166,436
E-33 144,112
E-35 4,593
E-36 129,891
E-37 110,155
E-38 143,389
Avaraj 121,334
%RSD 30,654
Max 178,533
Min 4,593
Standart 37,194
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Sekil 17. E-5 kodlu sus kaynakli L-glutaminaz kullanilarak iretilen L-teaninin HPLC
kromotograma.
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Sekil 18. E9 kodlu sus kaynakli L-glutaminaz kullanilarak iretilen L-teaninin HPLC
kromotogrami.
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Sekil 19. E-11 kodlu sus kaynakli L-glutaminaz kullanilarak firetilen L-teaninin HPLC
kromotogrami.
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Sekil 20. E-12 kodlu sus kaynakli L-glutaminaz kullanilarak firetilen L-teaninin HPLC
kromotograma.
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En Yiiksek Konsantrasyonda L- Teanin Uretimini Saglayan L-Glutaminaz Ureticisi
Izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik Ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Arastirilmasi

HPLC sonuglarina gore belirlenen test suslarimin morfolojik goriiniimleri tipik
goriintimliidiir. Gram 6zelliklerine bakildiginda E-12 ve 5 kodlu izolatin Gram (+), E-11 ve 9
kodlu izolatlarin ise G(-) 6zellik gosterdigi goriilmiistiir. Gelisebildikleri tuz konsantrasyon
sonuglarina bakildiginda 4 izolatin da %5 ve %I10 lik tuz konsantrasyon araliginda
gelisebildigi goriildii. izolatlarin gelisebildikleri sicaklik degerlerinin 25-45 °C oldugu
kaydedildi. Izolatlarm katalaz ve oksidaz &zelliklerine bakildiginda E-5 kodlu bakteri harig

digerlerinin (+) sonug verdigi goriildi (Tablo 19).

Tablo 19. Izolatlarin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Test Sonuglari

o
> » O
Stalg Gram  Morfoloji @ = S
kodu 5 s & N
c ~ = © S
oy £ = o <
555 - S 2 T
—Xx c 2 7 @] X
E-12 + Cubuk 5-9 5-9 25-45 + +
E-11 - Cubuk 5-9 5-9 25-45 + +
E-5 + Cubuk 5-9 5-9 25-45 - -
E-9 - Cubuk 5-9 5-9 25-45 + +

En Yiiksek Konsantrasyonda L- Teanin Uretimini Saglayan L-Glutaminaz Ureticisi 4
Izolatin Molekiiler Identifikasyonu

Tez kapsaminda bu asamaya kadar yiiriitilen caligmalar sonucunda yiiksek
konsantrasyonda L-teanin iiretimi saglayan 4 izolat (E-12, E-11, E-5 ve E9) son olarak

molekiiler olarak identifiye edildi. Bu amagla 16S rRNA dizi analizi yontemi kullanildu.

M E-9 E-12 E-11 E-5

1. 1 L

Sekil 21. 16S rRNA PCR jel goriintiisii
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Izolatlarin identifiye edilebilmesi igcin 16S rRNA gen bolgesi cogaltilarak sekansa

gonderildi. Yapilan sekans okumasi sonrasinda bakteri tiir diizeyinde tanilandi (Tablo 20).

Tablo 20. izolatlarin 16S rRNA Dizi Analiz Sonuglari

izolat Izolat ismi Benzerlik Genbank

Kodu Oram Numaralari

ZV-1 Bacillus arachidis %99 PP819540

ZV-11 Aeromonas media %99 PP819513

ZV-15 Lysinibacillus %99 PP819541
parviboronicapiens

ZV-37 Pseudomonas iridis %99 PP828586

100 | Pseudomonas iridis (CECT 3174)
—FE9
Pseudomonas crudilactis (LMG 31804)
Pseudomonas baetica (LMG 25716)
Pseudomonas rustica (LMG 32241)
55 | gn || Pseudomonas neuropathica (CECT 30178)
67! Pseudomonas germanica (LMG 32353)
Pseudomonas helmanticensis (DSM 28442)
87—| Pseudomonas zeae (LMG 32031)

Pseudomonas piscicola (CECT 30175)
Halopseudomonas litoralis (DSM 26168)

20

0.005

Sekil 22. Erzurum Uzundere’den alinan toprak orneginden izole edilen E9 susunun 16S
rRNA gen analiz sonuglari esas alinarak olusturulan Neighbor-joining filogenetik agaci.

Toprak numunelerinden izole edilen bakterilerin 16S rRNA dizi analiz sonuglar
degerlendirildiginde E-9 bakterisinin Pseudomonas iridis tiiriine %99 oraninda benzerlik
gosterdigi kaydedildi. Pseudomonas iridis E9 susu kullanilarak L-teanin tiretimi yapildi.
Literatiirde benzer ¢alismalar incelendiginde Zhu et al. 20022°de yaptiklar1 bir ¢alismada,
topraktan bakteri taramiglar ve en yiiksek (%87,45) verimde tiretimi Bacillus subtilis BSFT
susu ile saglamiglardir. 2019°da yapilmig baska bir ¢aligmada (Ma et al. 2019) fermentetif L-
teanin Uretimi i¢in Corynebacterium glutamicum bakterisini kullanmiglar ve %19,6 verimle
42 g/L L-teanin tiretmeyi basarmislardir. Yao et al. 2020°de yaptiklar1 bir g¢alismada
Escherichia coli bakterisinden sentezlettikleri y-Glutamylcysteine synthetase (y-GCS)
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enzimini kullanarak %87,1 verimle L-teanin tiretimini saglamislardir. Shuai et al. (2019)
yaptiklart bir g¢alismada topraktan izole ettikleri Pseudomonas nitroreducens SP.001
bakterisinin intraseliiler olarak sentezledigi L-glutaminaz enzimini kullanarak %66,1 verimle
45,1 mmol/h.L L-teanin irettiklerini bildirmislerdir. Literatiir incelendiginde Pseudomonas
iridis E-9  bakterisinin L-teanin iiretimi i¢in daha once hi¢ kullanilmadig: ve ilk kez bu tez

calismasi kapsaminda calisildigi goriildii.

Kullamlarak Uretilen L-Teaninin LC-MC ile Kalitatif ve Kantitatif Tayini

Pseudomonas iridis E9 bakterisi kullanilarak iiretilen L-teaninin miktar1 yapilan LC -
MC analizi sonucunda belirlendi. Bu amacla 6ncelikle analizin gergeklesebilmesi icin standart
kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 23 ). Standart olarak > % 96 safliktaki L-teanin standardi
kullanildi. Daha sonra L-teanine ait kromatogram goriintiisii elde edildi (Sekil 24 ) ve 6lgtimii
yapilan izolatin da L-teanin igerigi Kantitatif (ng/mL) olarak hesaplandi. Bu dogrultuda
referans olarak; L-teanin kalibrasyon egrisi ve L-teanin standardina ait kromatogram
goriintiisiinden yararlanildi. Sonuglar; ng/mL olacak sekilde kantitatif bir degerle ortaya
konuldu. Analiz; Pseudomonas iridis E9 bakterisi ile iiretilen enzim biyokatalizorligiinde
sentezlenen L-teanin reaksiyon ¢ozeltilerine uygulandi. Pseudomonas iridis E9 bakterisine ait
L-teanin tiretiminin LC - MC ile belirlenen kantitatif sonuglart hesaplandi. LC — MC sonuglari
incelendiginde Pseudomonas iridis E9 bakterisi kullanilarak (0,025g/L) L-teanin {iretimi
saglandig1 kaydedildi. L- teaninin {iretim miktarinin ve iiretim veriminin arttirilmasi amaciyla

besiyeri optimizasyonu ve {liretim parametrelerinin optimizasyon c¢aligsmalar1 yapildi.

Tablo 21. L-Teanin Analizi I¢in Hazirlanan Standart Cozeltiler ve Konsantrasyon Oranlar1

Konsantrasyon Yanit RF
1 1,0000 1008 1008,2008
2 5,0000 4529 905,7413
3 10,0000 8871 887,1144
4 25,0000 18359 734,3541
5 50,0000 35916 718,3199
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Sekil 23. L-Teanin analizi i¢in hazirlanan standart ¢ozeltiler baz alinarak c¢izilen kalibrasyon
egrisi
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Sekil 24. E9 kodlu sus kaynakli L-glutaminaz kullanilarak iiretilen L-teaninin LC - MC
kromotograma.

Optimizasyon Calismalari
Besiyeri optimizasyonu
Fiziksel degisken optimizasyonu (Zaman, pH, Calkalama Hizi (rpm/dak), Sicaklik)

Fiziksel degiskenler (zaman, pH, RPM, sicaklik) L-glutaminaz iretim verimini
degistiren 6nemli parametrelerdir ve optimize edilerek optimum kosullar belirlenmelidir. Bu
tez ¢aligmasinda L-glutaminaz verimini arttirmak maksimuma ulastigi {iretim zamani ortam
pH’s1, sicakligi ve calkalayicinin RPM derecesi arastirildi. Her bir parametre igin ayr1 ayri
deney diizenegi kuruldu. Deney sonuglar1 kaydedilerek optimum degerler belirlendi (Tablo
22-24).
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Tablo 22. Siire Optimizasyon Sonuglari.

Siire(saat) L-glutaminaz aktivitesi
0OD(450) U/mL
0 0,300 4,590
12 0,395 6,043
24 0,437 6,686
36 0,664 10,159
48 0,605 9,256
60 0,488 7,466
72 0,161 2,463
84 0,161 2,463
15
-
2 10
N
©
£
S
©
S 5%
(&
0 T T T T T |

|
6 48 60 72 84 96
Zaman(s)

T
0 12 24 3

Sekil 25. L-glutaminaz iiretimi siire optimizasyon sonug grafigi.

Sicaklik optimizasyon deney sonuglari incelendi ve sifirinci saatten itibaren sonuglar
degerlendirildiginde aktivitenin siireyle dogru orantili sekilde arttigi ancak 36. saat
sonrasindaki siiregte giderek diistiigli goriildi (Tablo 22, Sekil 25 ). Bu degerlendirmeler

1s18inda L-glutaminaz tiretimi i¢in optimum inkiibasyon siiresinin 36 saat oldugu belirlendi.
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Tablo 23. pH Optimizasyon Sonuglari

pH L-glutaminaz aktivitesi
OD(450) U/mL
5 0,422 6,456
6 0,430 6,579
7 0,344 5,263
8 0,326 4,988
9 0,312 4,774
7.0—
__ 6.5
=]
= 6.0
E 5.5
&
5.0 —
4.5 T T T T I 1

i
o
o
-4
0
w
-
=

Sekil 26. pH optimizasyon sonug grafigi.

pH optimizasyon deney sonuglar1 degerlendirildiginde  Pseudomonas iridis E9
susunun diisik pH’da L-glutaminaz enzim {retim potansiyelinin yiiksek oldugu ve bazik
pH’larda ise iiretimin distiigi goriildi. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde L-

glutaminaz tiretimi i¢in optimum pH degerinin 6,0 oldugu belirlendi (Tablo 23, Sekil 26 ).

Tablo 24 . Sicaklik ve ¢alkalama hiz1 (rpm/dak) optimizasyon sonuglari

Sicakhk (°C) L-glutaminaz aktivitesi
OD(450) UmL
25 0,422 6,426
30 0,439 6.717
45 0.630 9.639
Rpm
100 0422 6.426
130 0,439 6.717
150 0,630 9.639
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Sekil 27. Sicaklik ve ¢calkalama hizi (rpm) optimizasyon sonug grafigi.

Elde edilen sonuglar incelendiginde Pseudomonas Iridis E9 bakterisinin optimum
tiretim sicakligmin 30 °C oldugu 30 °C’nin istlindeki degerlerde iiretimin giderek diistiigii
goriildii. Bakterinin diisiik sicakliklarda aktif olmasi ve yiiksek iiretim saglamasi iiretimde
diistik maliyet acisindan oOnemlidir. Fiziksel degisken optimizasyon parametresi olarak
arastirilan son parametre olan rpm optimizasyon sonuglari degerlendirildiginde optimum
tiretimin 150 rpm/dak oldugu belirlendi. Sonuclar incelendiginde optimizasyon deneylerinin

aktivite i¢in 6nemli oldugu acikc¢a gériinmiistiir (Sekil 27).

Besiyeri Icerik Optimizasyonu

Besiyeri igeriginde bulunan C kaynagi ve N kaynagi hem bakteri gelisimi i¢in hem de
enzim uretimi i¢in onemlidir. Bu yiizden besiyerine eklenecek olan C kaynaginin tiirii ve

miktar1 optimize edilerek deneylerle belirlendi (Sekil 28-31).
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Sekil 28. L-glutaminaz iiretiminde C kaynaginin etkisi.
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Sekil 29. L-glutaminaz iiretiminde N kaynaginin etkisi.
20
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Sekil 30. L-glutaminaz {retimi icin besiyerine eklenmesi gereken glukoz miktar
optimizasyonu.
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Elde edilen veriler incelendiginde Pseudomonas Iridis E9’nin enzim iiretimi igin en
uygun C kaynaginin glukoz oldugu ve N kaynagimin ise amonyum siilfat oldugu kaydedildi.
Enzim iiretimi i¢in C ve N kaynagi belirlendikten sonra herbir kaynak i¢in besiyerine

eklenmesi gerken miktar optimizasyonu yapildi (Sekil 30 - 31).

20
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Sekil 31. L-glutaminaz {iretimi i¢in besiyerine eklenmesi gereken amonyum siilfat miktar
optimizasyonu.

Sonuglar incelendiginde yiiksek aktiviteli enzim {iretimi i¢in gerekli glukoz miktarinin

1g/L oldugu ve amonyum siilfat miktarinin da yine 1g/L. oldugu goriildii.

Yapilan tiim optimizasyon sonuglari degerlendirilerek Plackett-Burman tasarim

tablosu olusturuldu (Tablo 25).
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Tablo 25. Plackett-Burman dizayni

Sira Glukoz L- Na2HPO KH2PO4 NaCl Mg(SO4) Maya Ph Sicaklik RPM Zaman  Glutamin
glutamin 4 az
(g/L) (g/L) (g/L) 7H20 (g/L) (°C) (saat) (IU/mL)
(9/L) (9/L) (g/L)

1 1 5 7 4 0,1 0,1 1 8 25 150 40 9,0964
2 2 5 5 2 01 05 1 8 40 100 40 7,8336
3 2 5 7 2 0,1 0,1 3 6 40 150 24 8,4762
4 1 2 5 2 0,1 0,1 1 6 25 100 24 8,6861
5 2 2 5 2 0,5 01 3 8 25 150 40 11,3734
6 1 5 7 2 0,5 0,1 3 6 25 100 40 7,0074
7 1 2 5 4 0,1 0,5 3 6 40 150 40 9,1845
8 1 5 5 4 0,5 05 3 8 40 100 24 2,8305
9 1 2 7 2 0,5 0,5 1 8 40 150 24 2,7846
10 2 2 7 4 0,5 0,1 1 6 40 100 40 7,1757
11 2 2 7 4 01 05 3 8 25 100 24 8,1200
12 2 5 5) 4 0,5 0,5 1 6 25 150 24 8,0053

Plackett-Burman tasarim tablosundan (Tablo 25) elde edilen 12 deney ii¢ tekrarh
olacak sekilde gerceklestirildi ve elde edilen ortalama yanit tasarim tablosunda gosterildi. L-
Glutaminaz Aktivitesi ilizerinde etkili olan faktorleri belirlemek i¢gin ANOVA regresyon
analizi kullanildi. Ortalama ve standart sapma her degisken i¢in algoritma tarafindan
hesaplandi. Tablo 25'de gozlemlenen minimum ve maksimum aktiviteler sirasiyla 2.78 TU/ml
ve 11,37 IU/ml'dir. 12,5 maksimum ve minimum aktivitelerde gézlenen orandir, bu nedenle
daha ileri regresyon analizi i¢in karekok donlisimii uygulanmistir. Faktor analizinden
gozlemlenen ortalama ve standart sapma sirasiyla 7,54 ve 2,37'dir. Plackett-Burman

tasriminda elde edilen nihai denklem asagida belirtilmistir.

Glutaminaz aktivitesi (I1U/mL)=-14,32 + 0,5304 Glukoz(g/L) + 1,030 Na2HPO4(g/L)
+ 1,165 KH2PO4(g/L)+ 0,1402 NaCl (g/L)- 1,575 Mg(SO4)7H20(g/L)
+0,5151 Maya(g/L) +0,2167 pH +0,1584 Sicaklik - 0,01836 RPM
+0,01434 Zaman+ 0,7293 LL-Glutamin(g/L)
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Sekil 32. RSM analizinden 3 boyutlu yiizey grafikleri

Plackett-Burman tasariminda elde edilen sonuca gore glutaminaz aktivitesi en iyi
ortam sartlar1 zaman 40, Ph 7, sicaklik 30°C, glukoz oran1 2 g/L., RPM 130 saglandiginda 14,
540 IU/mL enzim aktivitesi elde edilmesi beklenilmektedir. Literatiirde benzer ¢alismalar

incelendiginde Orabi et al. (2019) L-glutaminaz tiretim verimini arttirmak i¢in optimizasyon
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caligmalar1 yapmis ve optimum iiretim (89,78 EU/mg) kosullarina ; pH 6.5-7.0 35° Cde

28 saatlik silirenin sonundave nitrojen kaynagi olarak glutamin ve karbon kaynagi olarak
ramnoz kullanarak ulastigini bildirdi. Yine 2019°da yapilmis olan bir ¢alismada (Durthi et al.
2019) L-glutaminaz firetim kosullarini optimize edilmis ve en yiiksek {retim (24.585
EU/mL); Inkiibasyon siiresi: 36 saat, sicaklik 33,4 °C, pH 7,19 karbon kaynagi oarak
Galaktoz (2.52 g/L) ve nitrojen kaynagi olarak da maya ekstrakti (2 g/L) secilerek yapilmistir.

Yiiksek Konsantrasyonda L-Teanin Uretimi Icin Gerekli Parametrelerin Response
Surface Methodology (RSM) ile Istatistiksel Optimizasyonu

Calismada, BBD maksimum teanin iiretimi saglanan optimum parametre seviyelerini
tanimlamak ve bu parametreler ile enzim aktiviteleri arasindaki iliskileri anlamak i¢in
kullanildi. Teanin iiretiminin istatistiksel optimizasyonu i¢in etilamin, enzim, sicaklik ve pH
parametreleri bagimsiz degiskenler olarak se¢ildi ve BBD ile bir deney plani olusturuldu. Elde
edilen deneme planmi ile 27 farkli deney diizenegi olusturuldu ve 27 farkli kosullarda L-
teaninin enzimatik iretimi saglandi. Yapilan deney sonucunda elde edilen reaksiyon sivilar
santrifiij edildi tst sivida iretilen L-teanin miktarlart LC-MC analizi ile kantitatif olarak
belirlendi. Tayin sonucunda iist sivida belirlenen L-glutamin ve L-teanin miktar1 ng/mL
olarak kaydedildi. Kaydedilen veriler kullanilarak L-teaninin L-glutaminaz enzimi ile L-
glutamin ve etilaminden enzimatik biyotransformasyon ylizdesi asagidaki denklem
kullanilarak hesaplandi ve elde edilen tiim veriler Tablo 26’ da verildi.

Uretilen L — Teanin Miktart (%)
x 100

Biyotransformasyon Yiizdesi = ng
Kullanilan L — Glutamin Miktar: (m)
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Tablo 26. L-Teanin Uretiminin Optimizasyonu I¢in Box-Behnken Tasarimi Ile Deneysel L-
teanin miktarlar1 ve Biyotransformasyon Yiizdeleri

o . L-teanin Biyotransformasyon
Say1 Etilamin Enzim(lU/mL) pH Sicakhik(°C) miktari Oram (%)
(ng/mL)
1 5,0 3 9 40 5,7682 0,0230
2 5,0 3 11 45 25370,1449 76,204
3 5,0 5 11 40 10763,9599 12,352
4 5,0 3 11 40 0,0000 0
5 0,5 3 9 45 19850,8360 22,796
6 0,5 5 9 40 1,3123 0,0040
7 10,0 1 9 40 8,0618 0,1471
8 5,0 3 9 40 6,1962 0,0220
9 10,0 3 11 40 20617,3707 26,529
10 5,0 3 8 45 108,5969 0,2825
11 5,0 1 9 45 8168,1942 18,775
12 5,0 3 9 40 0,0000 0
13 0,5 3 8 40 17,9688 0,0488
14 5,0 3 11 30 20401,9785 28,355
15 5,0 5 9 30 711,4727 1,3045
16 10,0 3 8 40 0,0000 0
17 0,5 3 11 40 16464,3323 17,282
18 5,0 5 9 45 127,2641 0,2332
19 10,0 3 9 30 6487,3903 9,3180
20 5,0 1 11 40 36080,2053 48,709
21 0,5 3 9 30 2411,6339 4,9104
22 10,0 5 9 40 2117,0820 2,6990
23 10,0 3 9 45 3990,2426 5,7936
24 5,0 1 8 40 53,3394 0,1259
25 0,5 1 9 40 12123,6553 19,987
26 5,0 1 9 30 4543,9897 14,050
27 50 5 8 40 1,8615 0,0050

Bir modelin uygunlugunu gosteren onemli bir faktdr, uyum eksiklik degerinin
olmamasidir. Anlamli olmayan (p>0.05) bir model uyum degerinin bulunmamasi, hatanin
Oonemsiz oldugunu ve tepkilerin regresyon denklemi ile acgiklanabilecegini gosterir. Bu
baglamda model uyumu acgisindan uyumsuzlugun istatistiksel olarak anlamli olmamasi

gerekir (0,05'ten biiyiikk olmali) olmalidir. Calismamizda elde edilen veriler sonucunda
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uyumsuzluk degerinin anlamsiz oldugu (p>0,05) bulunmus ve modelin uygunlugu

dogrulanmistir.

Ayrica, calismada modelin uygunlugu R? (regresyon katsayis1), Adj-R? (diizeltilmis
regresyon katsayis1), ongoriilen coklu belitleme katsayist (Pre-R?)  kullanilarak
degerlendirilmistir. Alkalin proteaz aktivitesi icin Pre-R? (0.99) ve Adj-R? (0.99) degerleri,
R?(0.99) ile makul bir uyum igindedir. Ideal olarak Adj- R? R? degerine yakin olmalidir. R?
degerinin 1’e yakin olmast modelin uygunlugunu yani deneysel ve tahmin edilen degerler
arasinda korelasyon oldugunu gostermektedir. Bu da deneylerin yiiksek oranda giivenilir
oldugu anlamma gelir (Garai & Kumar, 2013). Bu yiiksek R?degeri deneysel sonuglar ile
secilen model tahminlerinin olduk¢a uyumlu oldugunu gostermektedir. Optmizasyon
sonuclar1 incelendiginde L-teanin {iretim veriminin diisiik pH’larda azaldigi ve yiiksek
pH’larda arttig1 goriildii. L-teanin aminoasiti bakterilerde ve enzimatik reaksiyonlarda strese
bagl iretilen bir aminoasit oldugundan dolay1 yiiksek pH da iiretim olmasi beklenen bir
durumdur. Elde edilen veriler incelendiginde enzim miktarmin 3 mLve sicakligin 45 °C
oldugu kosullarda biyotransformasyon yiizdesinin (%76,204) yiikksek oldugu goriiliirken;
enzim miktarinin 1 mL ve sicakli§i 40 °C oldugu kosullarda iiretim miktarinin (0,036 g/L)
yiiksek oldugu goriildii. Bu veriler 1518inda yiiksek konsantrasyonda iiretim i¢in 1:5 molar
oran L-glutamin(dondr):etilamin(aseptd), pH 11, sicaklik 45 °C, enzim miktar1 3mL kosullari
saglanarak yapildiginda hem biyotransformasyon veriminin hem de {iretim miktarinin ayni

dogrultuda artmasi beklenmektedir.
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L- teaninin enzimatik {iretiminin yapildig literatiirde bir¢ok ¢alisma incelenmistir. Bu
calismalara gore; Tachiki ve arkadaglart 1996 yilinda, P. nitroreducens 1FO12694 bakteri
susunu kullanarak irettikleri L-glutaminazin biyokatalizorliigiinde ve L-glutamin (y-glutamil
donérii olarak) ve etilamin (y-glutamil akseptorii olarak) varliginda pH 7,0-8,0 de %8
reaktiviteli L-teanin iiretmeyi basarmuslardir. Yine Tachiki ve arkadaslarinin 1998 yilinda
yaptiklart baska bir calismada y-glutamil dondrii olarak kullandiklar1 L-glutamin ve y-
glutamil akseptorii olarak kullandiklart etilamin konsantrasyonun miktarini arttirdiklarinda
ylksek verimli L-teanin biyosentezini gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada arastirmacilar 0,7
M L-glutamin ve 1,5 M etilaminden 0,5 U/mL serbest enzim ile 7 saatlik reaksiyonundan
sonra 47 g/L L-teaninin sentezlendigini gostermislerdir (Tachiki et al., 1998). Daha sonraki
caligmalarda kullanilan enzimin operasyonel stabilitesini ve yeniden kullanilabilirligini
arttirmak i¢in ¢esitli tasiyicilara immobilizasyonu gergeklestirilerek L-teanin biyosentez
verimi arttirllmaya calisilmistir. Bu baglamda Matsuura ve arkadaslarinin 2014°te yaptiklari
bir ¢alismada L-glutaminazin immobilizasyonu i¢in mezogdzenekli silika (MPS) kullanmiglar
ve P. nitroreducens’dan izole edilen L-glutaminaz ve MPS'nin kompozit malzemelerini
iceren, L-glutaminin L-teanine yiiksek doniisiim verimliligi sergileyen akis tipi bir
mikroreaktor tasarlamislardir (Matsuura et al., 2014). Son yillarda, P. nitroreducens
SK16.00436 (C. Y., 2013) ve DSM 1439937 (Pu et al., 2013) suslarindan elde edilen diger iki
L-glutaminazin, sirastyla dogal ve rekombinant formlar1 L-teanin treten karaktere sahip
oldugu yapilan c¢alismalarda bildirilmistir. L-teanin iiretimi i¢in tiim kosullar optimize
edildikten sonra, P. nitroreducens SK16.00436 ve P. nitroreducens DSM 1439937 suslarinin
L-glutaminazlari ile, %42,9 ve %40 doniisiim oraninda ve sirasiyla 22,41 ve 21,8 g/L L-teanin
biyosentezi saglanmistir.(Yang et al., 2013, Pu et al., 2013) Yapilan giincel bir ¢alismada da
aragtirmacilar yine P. nitroreducens tiiriniin bagka bir susu olan P. nitroreducens SP.001’i
gecirgen (permeabilize) hale getirilerek L-teanin {iretimi i¢in oldukg¢a verimli bir yontem
gelistirmisler ve gegirgenlestirilmis hiicrelerinden L-glutaminaz ile, %66.1 doniisiim orani ve
45,1 mM/sa.L iiretim yogunlugu ile 0,49 M L-teanine liretmeyi basarmislardir (Shuai et al.,
2019). Bu galismalara ek olarak, Trichoderma koningii tarafindan iretilen mantar L-
glutaminazlar1 da L-teanini sentezlemek i¢in degerlendirilmistir (Sakhaei et al., 2017).
Yapilan bu tez ¢alisgmasinda L-glutaminaz ve L-teanin sentezi i¢in kullanilan mikrobiyal

kaynagin literatiirden farklidir ve ilk kez bu alanda kullanilmustir.
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SONUC ve ONERILER

L-teanin, yesil ¢cayda bulunan ve ¢ayin umami tadini saglayan non protenik yapida bir
amino asit ¢esididir. L-teaninin tat arttiric1 6zellikleri ve sagliga yararlarindan dolayr gida ve
saglik alanlarinda kullaninmi1 son yillarda olduk¢a artmistir. Bu tez kapsaminda farkli
bolgelerden toplanan toprak numunelerinden izole edilen Pseudomonas iridis E-9 susundan
L-glutaminaz enzimi sentezlendi ve bu enzim kullanilanilara L-teanin {iretimi i¢in ¢aligmalar

yapildi. Yapilan ¢alismalar ve elde edilen sonuglar asagidaki gibidir;

e Tirkiye’nin farkli bolgelerinde bulunan farkli illerden (Adana, Erzurum,
Glimiishane, Manisa, Urfa, Trabzon, Van) temin edilen toprak orneklerinden
toplam 132 adet bakteri izole edildi.

e Izole edilen bakteriler L-glutaminazin kalitatif tayini icin fenol red igeren kati
besiyeri igerisine inokule edildi ve 24-48 saatlik bir inkiibasyona tabii tutuldu.
Inkiibasyon siiresinin sonunda petriler incelendi ve sar1 renkten pembe renge
doniisen petriler L-glutaminaz iireticisi izolatlar olarak kabul edildi. Yapilan bu
denemeler sonucunda toplamda 76 adet bakteri sivi kiiltiirde denenmek iizere
ayristirildi.

e izole edilen 76 farkl izolat kullanilarak L-glutamin icerikli siv1 besi yeri igerisinde
72 saat siireyle iiretim saglandi ve en kisa slirede en yiiksek aktivitede enzim
sentezleyen izolatlar belirlendi. Elde edilen veriler degerlendirilerek 40 adet izolata
“E” koduyla 1’den 40’a kadar sayilarla kodlar verilerek stoga kaldirildi.

e Stoga aliman bakterilerden en yiiksek aktiviteli liretim saglayan 25 adet izolat
secildi ve L-teanin iireti i¢in kullaildi. Her bir susun sentezledigi ekstraseliiler L-
glutaminaz enzimi kullanilarak I-teanin iiretim reaksiyonu gergeklestirildi ve
reaksiyon iist sivist santriflij edilerek L-teanin varligit TLC ile kalitatif olarak
belirlendi. Elde edilen TLC sonuglar1 degerlendirilerek iretim saglayan 21 farkli
izolattan elde edilen L-teanin iiretim reaksiyon 6rnekleri HPLC’de kantitaif olarak
analiz edilmek tiizere ayristirildi.

e HPLC sonuglar1 degerlendirilerek en yiiksek konsantrasyonda iiretim saglayan 4
sus (E-5 157,581 mg/mL, E-9 178,533 mg/mL, E-11 167,294 mg/mL, ve E-12

166,736 mg/mL) secilerek molekiiler ve konvansiyonel olarak tanilandi.
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e Segilen 4 izolat (E-5: Lysinibacillus parviboronicapiens (Genbank No:PP819541),
E-11: Aeromonas media (Genbank No:PP819513), E-12: Bacillus arachidis
(Genbank No:PP819540), ve E-9: Pseudomonas iridis (Genbank No:PP828586), )
tiir diizeyinde tanilandi. Tez ¢aligmasinda; iiretim potansiyeli, liretim hiz1 ve farklh
tir olma ozellikleri géz oniinde bulundurularak Pseudomonas iridis E-9 bakterisi
secilerek sonraki caligmalarda kullanildi.

e Pseudomonas iridis E-9 bakterisinin L-glutaminaz iiretim verimini arttirmak
amaciyla tretim kosullar1 optimize edildi iiretim i¢in optimum kosullar
(Inkiibasyon siiresi: 40 saat, pH 7,0, sicaklik 30°C, C kayanag glukoz ( 2 g/L), N
kaynagi amonyum stilfat (1 g/L), calkalama hiz1 130 rpm/dak) belirlendi.

e Belirlenen optimum kosullarda iiretilen L-glutaminaz enzimi kullanilarak L-
teaninin enzimatik tretimi saglandi. L-teanin {iretim verimini arttirmak amaciyla
ortam kosullar1 optimize edildi ve LC —MC cihaz1 kullanilarak elde edilen
sonuglara gore optimum kosullar (a:5 molar oran L-
glutamin(donor):etilamin(aseptor, pH 11, sicaklik 40 °C, enzim miktar1 3mL)
belirlendi.

e Sonug olarak topraktan izole edilen Pseudomonas iridis E-9 bakterisi kullanilarak
optimum kosullar altinda 9,18 EU/mL L-glutaminaz enzimi ekstraseliiler olarak
sentezlendi ve bu enzim kullanilarak, yapilan LC — MC analizleri sonucunda
%76,204 biyotransformasyon verimiyle 0,0254 g/L L-teanin {iretimi saglandig
kaydedildi.

Yapilan tiim c¢alismalardan elde edilen veriler incelendiginde ve literatiirle
karsilastirildiginda yapilan bu tez ¢alismasinda tiretilen L-teaninin patentlenme potansiyelinin
oldugu goriildii. Calismanin daha ileri seviyeye ulastirilabilmesi amaciyla yiiksek olgekli
iretim yapilmas1 ve {iretilen {iriiniin ticari olarak iiretilmesi i¢in yeni c¢aligmalarin yapilmasi

Onerildi.
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