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Vii
OZET

Aspergillus niger HBF 39°dan LIPAZ URETIMI, SAFLASTIRILMASI
VE KARAKTERIZASYONU

Nilay Ezgi CAKAR

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Kubilay METIN
2016, 94 sayfa

Aspergillus niger HBF 39 susundan ekstraselliiler olarak iiretilen lipaz DEAE
Sefaroz CL- 6B, Butyl Sefaroz 4 Fast Flow ve Q Sefaroz Fast Flow islemleri
uygulanarak %35 verimle 11 kat saflastirilarak elde edilmistir. SDS- PAGE de tek
bant elde edilmistir. Molekiil agirhigi 67.5 kDa olarak hesaplanmistir. Maksimum
enzim aktivitesi pH 6.0 ve 30°C olgllmistiir. Enzimin genis sicaklik ve pH
araliginda stabil oldugu saptanmistir. Enzimin substrati olan pNPL (pNP- laurat)
icin Km degeri 49 uM ve Vmax degeri 139 U/ mL olarak hesaplanmigtir. Lipaz
aktivitesi, Ba*?, Li*, Na* ve K* katyonlar1 tarafindan aktive olurken Fe*, Pb*?,
HgJ'2 katyonlar tarafindan inhibe olmustur. NBS, DTT, DNTB, PMSF, CMC ve
B-merkaptoetanol tarafindan inhibe olmasi bu enzimin aktif merkezinde triptofan,
sistein, serin ve karboksil grubu olan amino asitlerin kataliz isleminden sorumlu
oldugu sonucuna varilmigtir. Lipaz enziminin genig bir substrat spesifikligine

sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Lipaz, Aspergillus niger, saflagtirma, karakterizasyon






ABSTRACT

PRODUCTION, PRUFICATION AND CHARACTERIZATION OF
LIPASE FROM Aspergillus niger HBF 39

Nilay Ezgi CAKAR

M.Sc. Thesis, Department of Biology
Supervisor: Dog. Dr. Kubilay METIN
2016, 94 pages

Extracellular lipase produced by Aspergillus niger HBF 39 was purified 11 fold
with a recovery of %35 referred to lipase activity in the crude extract using, DEAE
Sepharose CL- 6B, Butyl Sepharose 4 Fast Flow, Q Sepharose Fast Flow of the
purified enzyme gave a single stained band at a molecular mass of approximatly
67.5 kDa. The temperature and pH for maximum activity of the enzyme were 30°C
and 6.0 respectly. Km and Vmax values for pNPL of the lipase enzyme were
calculated to be 49 uM and 139 U/ mL, respectively. The lipase activity was
stimulated by Ba®*, Li*, Na" and K* cations but inhibited by Fe*, Pb*,
Hg®*cations. The enzyme activity was inhibited in the presence of NBS, DTT,
DNTB, PMSF, CMC ve B-mercaptoethanol. These results shows that tryptophan,
serine, cysteine, and carboxyl grup residues play an important role in the catalytic
process. The lipase exhibited broad substrate specificity.

Keywords: Lipase, Aspergillus Niger, Purification, Characterization
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1. GIRIS
1.1. Enzimler

Enzimler biyolojik makro molekullerdir. Genel olarak yiiksek katalitik akivite,
secicilik ve o6zgulluk gibi 6zelliklere sahip proteinler olarak bilinmektedirler.
Hayati 6nem tastyan metabolik olaylarda yiizlerce 6zgiil reaksiyonu yiiksek
katalitik aktivite ile gerceklestirirler. Enzimleri kimyasal katalizorlerden ayiran en
onemli 6zellik 6zgiil olmalaridir.

Biyokimya tarihinde ge¢misten bu yana en fazla arastirma enzimler {izerine
yapilmustir. Ik yapilan calisma midenin salgisiyla etin sindirilmesi (zerine
yapilmigtir. Sonrasinda tiikriik enzimleri ile yapilan ¢alismada nisastanin sekere
doniisiimii iizerine yapilmustir. ilerleyen yillarda Louis Pasteur sekerin mayayla
alkole fermentasyonunu arastirmis; fermenterler tarafindan bu reaksiyonun
katalizledigini g6zlemlemistir. Daha sonra bu reaksiyonun hiicre disinda da devam
ettigi kesfedilmis ve Frederic W. Kiinhe bu molekiilleri enzim olarak
adlandirmistir.

Yirminci yiizyilin sonlarina dogru enzimler iizerine oldukg¢a fazla sayida ¢alisma
yapilmigtir ve bu enzimlerin birgogu saflastirilarak aydinlatilmaya caligsmistir
(Nelson ve Cox, 2005).

Enzimlerin ilk ve en onemli gorevleri reaksiyonlar1 katalizlemektir. Enzimlerin
diizgiin ve gerektigi kadar calismalar1 olduk¢a 6nemlidir. Ciinkii enzimlerin fazla
caligmasi da eksikligi de bir¢ok hastaliga neden olmaktadir.

Protein miihendisliginin gelismesiyle arastirmacilar hem uygun sekilde
sentezlenebilen hem de laboratuvar kosullarinda gelistirilebilen yeni 6zelliklere
sahip enzimler tasarlamiglardir. Bazi enzimler yiyecek, ilag ve kimyasal
iretiminde endiistriyel alanda basarili bir sekilde kullanilmaktadirlar. Enzimler
ayni zamanda ¢evre mithendisliginde de kullanilabilirler (An vd., 2015).

Endiistrinin hemen hemen her alaninda enzimler kullanilmaktadir. Genel olarak
kullanilan enzimler mikrobiyal kékenli olmaktadir. Bu enzimlerin yaklasik olarak
%75’ini  hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Mikrobiyal kokenli enzimlerin
kullanilma sebebi ise mikroorganizma kaynakli enzimin hayvansal ve bitkisel



kaynakli enzime gore kalitatik aktivitelerinin yliksek olmasidir. Aym1 zamanda
mikrobiyal kaynakli enzimler digerlerine gore daha dayanikli, ucuza mal
edilebilen ve tek seferde ¢ok fazla iiretim saglanabilen enzimlerdir (Kiran vd.,
2006).

Son yillarda sanayi de ¢ok sayida uygulama alani bulan enzimler giiniimiizde daha
fazla kullanim alaninin ortaya ¢ikmasiyla daha fazla 6nem kazanmiglardir. Diinya
capinda son 20 y1l igersinde enzim satislarinda yiizde elli artis meydana gelmistir.
Diinya ¢apinda enzim iretimi 12 biiyiik firma 400 de kiigiik firma tarafindan
saglanmaktadir (Sharma vd., 2001a).

Mikroorganizmalarin optimum tireme sicakliklart karsilastirildiklarinda sirasiyla
psikrofilik (20 °C altinda), mezofilik (20- 55 °C) ve termofilik (55 °C (izerinde)
olarak gruplandirilir. Termofilik grup daha da genisletilerek 60-80 °C arasinda
ireyenlere ektratermofil, 80 °C (izerinde olanlara ise hipertermofil adi1 verilmistir.
Termofilik ve hipertermofilik enzimler 40 °C’ nin altinda aktivite gdstermezler
(Gomes ve Steiner., 2004). Bu proteinlerin amino asit yapilar1 incelendigi zaman
ise glisin yerine alanin, lizin yerine arjinin amino asitlerinin mezofil organizmalara
gore daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda hassas bir amino asit olan
sistein ise bu proteinlerin yapisinda az miktarda bulunmaktadir.

1.2. Enzim Kinetigi

Enzim Kinetigi enzimlerin gergeklestirdigi tepkimenin hizin1 arastirmaktadir.
Enzim kinetigi sadece reaksiyonlarin hiziyla ilgilenmez; ayn1 zamanda calisma

mekanizmalarini da incelemektedir.
1.2.1. Enzimlerin Katalizledigi Reaksiyonlarin Kinetigi

Birinci derece raksiyonlarda diigiik substrat konsantrasyonlarinda goriiliir. Substrat
konsantrasyonunun artirilmasi sonucunda reaksiyon hizi da artis gostermektedir.
Substrat konsantrasyonu daha fazla artirllmaya devam ederse reaksiyon hizi
sabitlenir ve belli bir seviyede devam eder. Bu durumda enzim substratina doygun
hale gelmistir. Bu noktada reaksiyon sifirinc1 derecededir; enzimler molekillerinin
tamamuiyla baglanmstir.



Leoner Michaelis ve Maud Menten, enzimli reaksiyonlarinin ilk basamaginda
enzimlerin doygunluk &zelliginden yola ¢ikarak model bulmuslardir. Ayrica bu

model birgok enzimin kinetik 6zelligini agiklamada basarili olmustur.
1.2.2. Ki Ve Va1 Onemi

Enzimlerin tamamimin kendine 6zgii Km degeri bulunmaktadir. Bu deger 10ile
10° M arasinda yer alir. Km degeri enzimin konsantrasyonuna bagli degildir.
Sicaklik, pH ve iyon yiikiine baglidir. Km degeri bize enzimin maksimum hizin
yarisina ulagmasi i¢in gerekli olan substrat konsantrasyonunu gostermektedir.
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Sekil 1.1. Enzim substrat kompleksi ve iiriin olusumu.
1.3. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler substratlarinin  veya katalizledikleri reaksiyonun tipine gore
adlandirilmaktadirlar. Genellikle enzimler etki ettikleri substratin sonuna -az eki
alarak adlandirilirlar. Ornegin; lipitlere etki eden enzim lipaz enzimidir.

Enzimlerin katalizledigi reaksiyona gore 6 smifa ayrildigi bilinmektedir. Bunlar
sirastyla;

1. Oksidorediuktazlar: Elektronlarin aktarimi (hidrit iyonlart veya H
atomlar1) gergeklestirirler.

2. Transfreazlar: Grup aktarim tepkimelerini gergeklestirirler.

3. Hidrolazlar: Hidroliz tepkimelerini gergeklestirirler yani islevsel gruplarin
Suya salinimini saglamakla gorevlidirler.

4. Liyazlar: Gruplarin ¢ift baglara katilmasi veya gruplarin uzaklagsmasiyla
ciftbag olusumunu gerceklestirirler.



5. izomerazlar: Molekiil i¢i gruplarin aktarimi ile izomerik yapilarimn
olusumunu saglarlar.

6. Ligazlar: ATP veya benzeri bilesiklerin katkilariyla gerceklesen
kondensasyon tepkimelerinin yardimiyla C-C, C-S, C-O ve C-N
baglarinin olusumunu saglamaktadirlar.

1.4. Mikrobiyal Enzimler

Endiistride  kullanilan  enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bunun nedeni mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya
hayvansal kaynakli enzimlere gore yiiksek aktivite gostermeleri, istenmeyen yan
iiriin olusturmamalari, hayvansal ve bitkisel kokenli enzimlere gére daha stabil ve
ucuz olmalari, fazla miktarda elde edilebilmeleridir (Wiseman, 1987).

Bugiin endiistride kullanilan bir¢ok enzim mikrobiyal kokenli oldugu igin,
endistriyel enzimlerin  kullaniminda, mikroorganizma kullanimi  artmig
durumdadir (Demain ve Solomon, 1981).

Diinyada enzimlerin %80’i mikrobiyal kokenlidir. Enzim elde edilen
mikroorganizmalar genellikle mantarlar ve bakterilerdir. Mikrobiyal enzimlerin
ticarette aktif olarak kullanilmalarinin en 6nemli sebeplerinin basinda genetik
maniiplasyon yapilabilmesi gelmektedir. Bu sayede sentezlenen enzim miktari
binlerce kat artirilabilir.

Ticari alanda biiyiikk 6neme sahip olan enzimlerin ¢ogu hidrolazlar sinifinda yer
alip mikrobiyal kokenlidirler. Bu enzimler genel olarak ekstraselliiler enzimlerdir.
Birgogu yiiksek molekiil agirligina sahip olan substratlar {iriine doniistiiriirler.
Bugiin yaklagik 4000 enzim tanimlanmis olup, bunlardan sadece 200 kadar ticari
olarak kullanilmaktadir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugu (yaklasik %75’1)
hidrolitik etkiye sahiptir. Hidrolazlar, ¢ok genis substrat spesifitesi gosteren bir
enzim smifidir. Hidrolazlar peptidleri, amidleri, halojentrleri, esterleri ve
trigliseritleri hidrolizlerler. Hidrolazlarin iki biiyiik sinifi olan lipazlar (EC 3.1.1.3,
triacilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar)
endustriyel potansiyeli yiksek olan énemli biyokatalizérlerdir. Bununla birlikte
lipolitik enzimler (lipazlar ve esterazlar), hem hidroliz hem de sentez
reaksiyonlarini katalizlerler (Sharma vd., 2001a).



Enzim teknolojisinin giderek gelismesi, iiriinlerin kullanim alanlarinin gesitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle biyoteknolojinin enddistriyel

enzimler ile ilgili alaninda yapilan arastirmalar daha da 6nem kazanmaktadir.
1.5. Lipaz Enzimi

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, EC. 3.1.1.3) hidrolazlar sinifinda yer alirlar ve
trigliseritlerin gliserol ve serbest yag asitlerine hidrolizini saglayan enzimlerdir.
Suda ¢oztinmeyen trigliseritlerin, di ve mono-agilgliseridlere, serbest yag asitleri
ve gliserole hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Lipazlar hidroliz tepkimelerini
gergeklestirmesinin yanisira bazi esterlerin transesterifikasyonu gibi esterlerin
sentezini katalizleyen asimetrik segicilik 6zellikleri sergilerler. Lipaz enzimlerinin
0zgilil kimyasal transformasyonlarda Ornegin biyotransformasyonlardaki rolleri
onlarin endiistriyel alanlarda popiiler olmalarin1 saglamaktadir. Lipazlar bu
Ozellikleri sayesinde yiyecek, deterjan, kimya ve ila¢ enditrisinde oldukca gdzde
enzimlerden biridir. Lipazlar hem sulu hem de organik cozlcilerde bircok
reaksiyonu gerceklestiren en Onemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir.
Lipazlarin 6nemli biyokatalizrlerin baginda gelmesinin sebebi, genis bir substrat
araligmin  olmasi, asir1 sicakliklara, pH ve organik c¢ozicillere ve
enantiyoselektiviteye kars1 kararlilik gosterebilme yetenekleri sayesindedir.

1.5.1. Lipazlarin Ozellikleri
1.5.1.1. Optimum pH

Bir enzimi ile substrati veya inhibitdrii arasindaki molekiiler etkilesim temelde
bir¢ok yiizey temaslan ile gergeklesmektedir. Dogadaki proteinlerde, 10-15 A°
araligindaki i¢ molekiiler kuvvetlerin tiimii elektrostatiktir. Proteinin elektrostatik
etkisi ortam pH’sina bagl olarak degisir. Enzimler fonksiyonlar i¢in, aktif pH
araliginda uygun protonlanma durumuna sahip, katalitik amino asitlere ihtiyag
duyarlar. Coziiciiniin dielektrik sabitesi, iyonik giicii ve diger yiiklii amino asitlerin
yakinlig1 gibi cesitli faktorler, bu katalitik amino asitlerin yuk durumunu etkiler.
pH’daki degisim katalitik amino asitlerin protonlanmis ve protonlanmamis
formlarmin denge konsantrasyonlarinda bir degisime neden olur. Bu degisimin en
belirgin sonucu, katalitik amino asitlerin ortalama yiikiinde bir degisim meydana
getirmesidir. Bu nedenle pH, enzim aktivitesi igin anahtar bir 6neme sahiptir
(Bakir Ateslier Z.B., 2009).



pH degeri yiikseldikce genelde enzim aktivitesinde azalma gozlemlenmektedir.
Enzimlerin en yiiksek aktivite gosterdigi pH, optimum pH olarak adlandirilir. pH
degeri yiikseldikge proteinlerin yapisi bozulur ve geri doniilmez hal almaktadir.
Her enzim kendine 6zgii pH araligina sahiptir. Bu aralik disindaki pH'larda enzim
aktivite gosterememektedir. Enzim aktivitesinin gozlendigi pH araliklar1 hangi
aminoasidin rol oynadigi konusunda bilgi vermektedir (Nelson ve Cox, 2005).
Mikroorganizmalarin {irettigi enzimlerin aktivite gosterdigi pH araliklari, canlinin
gelisim gosterdigi ortam pH’s1 ile dogrudan iliskilidir (Cizelge 1.1).

1.5.1.2. Optimum Sicaklik

Sicaklik enzimatik reaksiyonlarin hizini artirmaktadir. Ancak, her enzimin
optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik degeri vardir. Birgok enzim 50-60 °C
tizerine ¢ikildikga aktivitesinde dusiis meydana gelmektedir. Bu durum enzimin t¢
boyutlu yapisinin denatiire olmasindan ileri gelmektedir (Nelson ve Cox, 2005).
Baz1 enzimler diisiik sicakliklarda bazilar1 ise ¢ok yiiksek sicakliklarda aktivite
gosterirler. Bu durum enzimi iireten canli grubunun yasadigi c¢evre sicakligina
adaptasyonu ile degisir (Cizelge 1.1).

1.5.1.3. Aktivator ve inhibitorler

Lipaz enzimi aktivitesine iyonlar ve reaktiflerin etkilerine bakilacak olursa, agir
metal iyonlari lipaz aktivitesini azaltirken alkali metallerin lipaz aktivitesini artirict
etkisi oldugu belirlenmistir (Akoh ve Min, 1998).

Lipazlar, bir¢ok 6zelligi sayesinde, giliniimiizde organik kimyacilar, eczacilar,
biyofizikgiler, biyokimya ve biyomuhendisler, biyoteknologlar, mikrobiyolog ve
biyokimyacilar tarafindan tercih edilen bir enzimdir. Bazi lipazlar yag asitlerinin
bulundugu taraftan kisa zincirli yag asitlerine baglanma egilimi gostermektedir.
Ozgiil olmayan lipazlar ise yag asitlerini trigliseridlerden rastgele ayirirken (Sekil
1.2), bazilar1 pozisyon spesifitesi gosterirler.



Cizelge 1.1. Lipaz Ureten bazi funguslarin gelisimi i¢in optimum sicaklik ve
optimum pH degerleri (Akbulut, 2014)

Kavnag Optimum pH Optimum Sicakhik
Aspergillus niger 5.0-7.0 30-40°C
Mucor japonicus 5.5-8.5 30-40°C
Rhizopus delemar 5.0-7.0 30-45°C
Rhizopus japonicus 5.0-7.5 30-45°C
Penicillium cvelopivum 4.5-7.5 30-50°C
Penicillium roqueforti 6.0-8.0 25-35°C
Humicola lanuginosa 5.5-8.5 40-60°C
Candida cvlindraceae 5.0-8.0 30-50°C
Yarrowia lipolityca 5.0-8.0 25-35°C
Geotrichum candidum 5.0-8.0 40-60°C
Pseudomonas fragi 7.0-9.0 30-55°C
Pseudomonas aeruginosa 7.0-9.5 50°C
Pseudomonas fliuorescens 7.0-9.0 30-50°C
o
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Sekil 1.2. Triagilgliserollerden lipaz hidrolizi ile gliserol ve yag asidi eldesi

(Jaeger ve Reetz, 1998)

Lipaz enzimi dogada c¢esitli kaynaklardan elde edilmektedir. Bunlar hayvansal,

bitkisel ve mikrobiyal kaynaklardir.

1.6. Mikrobiyal Lipazlar

Bakteriyel ve mantarlardan elde edilen lipazlar olmak iizere iki gruba ayrilir.
Pseudomonas spp. Lactobacillus spp. Streptococcus faecalis bakterileri en fazla




bilinen lipaz fiireten mikroorganizmalardir. Candida cylindracea, Humicola
lanuginosa, Aspergillus sp. mantarlar1 da en ¢ok lipaz iireten mantarlardir.

Mikroorganizmalar arasinda funguslar en iyi lipaz iireticisi olarak bilinmektedir ve
endustriyel alanda en ¢ok tercih edilen mikroorganizmalar funguslardir. Ozellikle
yiyecek endustrisinde olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Bir¢cok yeni lipaz Ureten
mikroorganizma da arastirmacilar tarafindan arastirllmaktadirlar. Bazi yeni
tekniklerin kesfedilmesiyle uygulamalarda yiiksek spesifiteye sahip endutriyel
alanda oldukca kullanigh lipaz enzimleri ortaya g¢ikartilmistir. Bazi temel lipaz
ureticisi olan funguslar Mucor, Rhizopus, Geotrichum, Rhizomucor, Aspergillus,
Humicola, Candida ve Penicillium’dur. Mucor pusillus, Rhizopus homothallicus
ve Aspergillus terreusare en iyi bilinen sicaga dayanikli hiicre disi lipaz Ureten
funguslardir. Mucor sp. hiicre dis1, yiiksek stabiliteye sahip, alkali kosullara ve
yiiksek sicakliga dayanikli lipaz tireticilerinden biridir.

Candida rugosa lipazi olduk¢a yiiksek biyoteknolojik potensiyele sahiptir. C.
rugosa lipazinin g¢esitli formlari, farkli bilim adamu tarafindan halen
arastirtlmaktadir. Yarrowia lipolytica biyokimyasal ¢alismalarda olduk¢a dnemli
enzim kaynagidir. Disiik pH’larda yuksek enzim aktivitesi gosterektedir.
Thermomyces lanuginosus lipazi en iyi bilinen lipazlardan biridir. Deterjan iiretimi
ve biyoteknolojik alanlarda oldukga sik kullanilan bir organizmadir.

1.7. Hayvansal Lipazlar

Doku lipazlari, sindirim sistemi lipazlari ve siit lipazlar1 olarak ¢ ana grupta
incelenir. Doku lipazlari; lipoprotein lipazi, adipoz dokusu lipazi, karaciger lipazi
olarak U¢ gruba, sindirim sistemi lipazlari; pankreas lipazi ve incebarsak lipaz
olarak iki gruba ayrilir.

1.8. Bitkisel Lipazlar

Bugday, yulaf, musir lipazlari bu grup lipazlar iginde yer almaktadir. Lipazlar kene
otu tohumu (Ricinus communis) ve kolza tohumu (Brassica napus) gibi ylksek
yapili bitkilerde de bulunmaktadir (Pandey vd.,1999). Mikrobiyal lipazlardan
sonra en ¢ok bitkisel lipazlar endiistriyel alanda kullanilmaktadirlar.



1.9. Uygulama Alanlari

Lipazlar endiistriyel olarak bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Cizelge 1.2).
Endustriyel alanda hem hayvansal hem bitkisel hem de mikroorganizmalardan
elde edilen lipazlar kullanilmaktadir. En fazla mikrobiyal lipazlar
kullanilmaktadir.

Mikrobiyal lipazlar arasinda fungal lipazlar ekstraseluler enzim drettikleri igin ilk
sirada tercih edilmektedirler. Fungal lipazlar biyoteknolojik agidan dnemli enzim
gruplart arasinda yer almaktadirlar. Ciinkii ¢ok yonlii uygulama alanina sahip
olmalarmin yaninda oldukg¢a kolay iiretime sahiptirler. Fungal lipazlar enzimatik
uygulamalarda ¢ok yonlidurler ve yiiksek substrat spesifitesine sahiptirler. Diger
bircok endustriyel enzim gibi lipazlar da rekombinant DNA teknolojisinde
kullanilmaya baglanmistir. Fungal lipazlar endiistriyel alanda olduk¢a genis bir
kullanim alanina sahiptir. Lipazlar besin iiretiminde, deri, tekstil, deterjan, kagit
Uretimi, medikal alanda, kozmetik sektoriinde ve bunun gibi bir ¢ok alanda
kullanilmaktadir.

1.9.1. Tekstil Endistrisi

Tekstil endiistrisinde lipaz enziminin énemi olduke¢a biiyiiktiir. Kumaslarin en iyi
sekilde boyanmasi i¢in lipaz enzimi boyadan kaynakli yagin uzaklastirilmasinda
kullanilmaktadir. Ayrica deri aginmasi sonucu olusan catlaklarin yok edilmesinde
kullanilir. Kot ve pamuklu kumaglarin sekillendirilmesinde kullanilan ticari
preparatlar lipaz enzimi igermektedir. Tekstil endiistrisinde dayaniklilik, yumusak
yapiya sahip olma, leke tutmama, esneklik, makine aginmasi dahil olmak tizere bir
cok dnemli 6zellik i¢in lipaz enzimi kullanilmaktadir. Kirisikliga karst direnglilik
gibi de avantaji vardir.
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Cizelge 1. 2. Lipaz enziminin ¢esitli uygulama alanlar1 (Akbulut 2014)

olgunlastirilmasi tereyagimn modifikasyonu

SEKTOR ETKI TRUN

Ekmekeilik Tatlanduma ve raf 6mriiniin uzatilmasinda Unlu mamiillleri

Mesrubat Aroma Mesrubatlar

Kimyasal Enentiosegicili Kiral yapilar ve kimyasallar

Temizleme Sentez ve hidroliz Kimyasallar.  bazi  temizleme
ajanlarmim uzaklasrilmas:

Stit Sitteki yagin hidrolizi. peynir Tatlandiric1. penir. tereyagi

Kati ve siv1 yaglar

Trans esterifikasyon

Margarin

Gida siisleme

Kalite arttirma

Mayonez. stisleme

Et ve balik Hidroliz Et balik Girtinleri
Dericilik Tat gelisrilmesi ve uzaklastirilma Deri isleme

Kagit Hidroliz Kagt triinleri
Saglikh gida Trans-esterifikasyon Saghkli gida tutinleri

1.9.2. Deterjan Endustrisi

Gunumuzde hidrolitik lipazlar ticari uygulama alanlarinda oldukca yiksek 6neme
sahiptirler.  Deterjan  endustrisinde

kimyasallarin kullanmini azaltarak cevreye ve canlilara zararlarinin azaltilmasini

kullanilan  enzimler  deterjanlardaki
saglarlar. Distik sicakliklarda da caligabildikleri igin enerji tasarrufu saglarlar.
Sanayi ve ev camagirlarim1 yikamada kullanilan deterjanlarda ayni zamanda
bulasik deterjanlarinda igerik olarak kullanilan enzimlerden biri lipaz enzimidir.
Deterjanlarda kullanilan enzimler lekeleri daha basit formlara doniistiirerek
temizleyiciler tarafindan uzaklagtirilmalarini kolaylastirir. Lipazlar yag igeren
lekelerin  uzaklagtirilmasi kullanilmaktadir.

Lipazlar, trigliseritleri mono- ve digliseritler ile gliserol ve serbest yag asitlerine

amaciyla deterjan igeriklerinde

donlstirtr. Olusan bu iriinlerin hepsi baslangi¢ materyali olan yagdan daha gok
suda ¢oziiniirler ve boylece uzaklastirilmalar1 daha kolaydir (Hasan vd., 2006).

1.9.3. Yiyecek Endustrisi

Lipazlar; besin sanayiinde gida iiretiminde biyolojik malzemelerde kullanilir. Et,
st ve st drunleri, meyveler, bira, sebzeler gibi gidalarda lezzet artirici olarak
kullanilmaktadir.



11

1.9.4. Kagit Endiistrisi

Fungal lipaz enzimi kagit endiistrisinde kagidin beyazlatilmasi isleminde
kullanilir. Pseudomonas tirleri bu sanayide kullanilan funguslar arasinda yer
almaktadirlar. Trigliseritler ve mumlar, kagit hamuru ve kagit yapiminda sorun
yaratmaktadir. Lipazlar kagit yapimi i¢in kullanilan kagit hamurundan belirtilen
maddelerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir (Jaeger vd., 1998; Sharma vd., 2001b).

1.9.5. Yag ve Yag Endustrisi

Yag kimya endustrisinde lipazlar hidroliz, esterifikasyon, asidolizis, alkolizis ve
aminolizis islemleri esnasinda Sicakligin korunmasi igin kullanilmaktadir (Sekil
1.3). Lipazlar dogal olarak ester baglarmi pargalamakla gorevlidir. Lipazlar
dogada diisiik su seviyesinde esterifikasyon reaksiyonunu katalizler.

1.9.6. Organik Madde Sentezi

Lipazlar son yillarda organik madde sentezinde kullanilmislardir. Genel olarak
mikrobiyal lipazlar katalizor olarak secilmektedirler. Reaksiyonda su miktar
lipazlarin reaksiyon yoniinii belirlemektedir. Su olan reaksiyonlarda hidroliz
tepkimesi meydana gelirken suyun az oldugu veya hi¢ olmadigi zamanlarda
esterifikasyon ve transesterifikasyon tepkimesi meydana gelmektedir (Sharma vd.,
2001a).

1.9.7. Medikal Uygulamalar

Yag metabolizmasinin baslica enzimi lipaz enzimidir. Sindirime yardimei olarak
kullanilmaktadir. Birgok ilag igeriginde de lipaz enzimi kullanilmaktadir.
Kolesterol diisiiriicii ilag i¢eriginde kullanilmaktadir.
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Hidroliz
R‘_ﬁ_ORz + H0 —_ - R1—ﬁ—01{ + R—OH

Esterifikasyon
R‘-—ﬁ—OIIE + OH—R, _— Rj—(l’.‘:l—-OIiz-— H,0
0 0
Asidolizis

Rl_ﬁ_ORz + Rj—ﬁ—OH —_——F Rj—ﬁ—OP2 + Ri_ﬁ_OH—

0 O 0 0
Alkolizis
R— ﬁ—(m2 + Ry—OH _— R,L—ﬁ—OZEt3 + Ry—OH
0 (8]
interesterifikasyon

R—C—0B + R—G-OR, R—C—0R, + R—C—OR,

0 0 0 0
Amilolizis
—— P . —_— —
R ﬁ OR, + R,— NH, R, ﬁ NHR, + R—OH
0 (4]

Sekil 1.3. Lipazin ger¢eklestirdigi reaksiyonlar (Ak vd., 2012)
1.9.8. Kozmetik Endustrisi

Cesitli kisisel temizlik iiriinlerinde yaglarin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir.
Sabunlar, el ve vyiiz kremlerinde, sampuanlarda, parfiim igeriklerinde
kullanilmaktadir.

Lipazlar surfektanlar ve aroma (retiminde de kullamilmaktadir. Surfektanlar
kozmetik endiistrisinin baglica bilesenleridir. Kozmetikte kullanilan siirfektan
monoagilgliseroller ve diacilgliseroller, gliseroliin lipazlar tarafindan katalize
edilen esterifikasyon reaksiyonlart sonucu olugsmaktadir (Pandey vd., 1999).
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1.9.9. Biyodizel Uretimi

Enzimatik transesterifikasyon ile bitkisel yaglardan biyodizel {iretimi saglanmustir.
Fosil yakitlarin elde edilmesi olduk¢a maliyetli ve zordur. Bu nedenle daha kolay
ve ucuza mal etmek icin bitkisel yaglar kullanilmaktadir.

0—COR, 0] OH
Lipaz [l
0—COR, + R—COOH R—C—0Me + OH
CH,OH
O0—COR, OH
Trigliserid FFA Biyodizel Gliserol

Sekil 1.4. Biyodizel tretimi (Ak ve Mukhopodyay., 2012)
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Lipaz Uretimi

Uretim ortamu olarak genel anlamda sivi besi ortami kullanilmaktadir. Lipaz

iiretim ortami olarak besi igerigini belirlemek i¢in farkli ¢aligmalar yapilmistir.

Aspergillus niger MTCC2594 susu daha onceden hazirlanmis kiiltiirlerden izole
edilmistir. Besi ortami olarak belirlenen igerik hazirlandiktan sonra 4.3 x 10% spor
hazirlanan sivi besi ortamma ilave edilmistir. 30 °C de 120 rpm de 48 saat
calkalamali olarak enzim tiretimi saglanmustir (Kambe vd., 2012).

Burkholderia multivorans’in lipaz iiretimini indiikleyici olan zeytinyagi/oleik asit
ve azot kaynag olarak eklenen yeast ekstraktin lipaz tiretimini maksimum oranda
etkiledigi bildirilmektedir (Gupta vd., 2007).

Aspergillus sp. fungusundan elde edilen lipaz enzimi {iretiminde karbon kaynagi
olarak zeytinyagi (% 1) (15.3 U/mL) azot kaynagi olarak pepton (% 1) (14.83
U/mL) kullanilmigtir. 30 °C de ve pH 5.5 de iiretim yapilmistir. (Cihangir ve
Sarikaya, 2004).

Maya ve fungus tirlerinin Gretimi igin glukoz, yeast ekstrakt ve pepton
kullanilmigtir. 30°C de 240 rpm de 24 saat iginde maya, 48 saat i¢inde mantar
tiretimi yapilmugtir (lonita vd., 1996).

2.2. Lipazin Saflastirilmasi

Aspergillus niger F044 lipazini, Yu ve grubu 74 kat saflastirmislardir. Bunu
yaparken de amonyum silfat ¢Okturmesi, diyaliz, DEAE-Sepharose anyon
degisim kromatografisi, sephadex G-75 jel filtrasyonu kromatografisi yontemlerini
kullanmiglardir (Yu vd., 2007).

Aspergillus niger MTCC 2594 susundan elde edilen lipazin saflastirma isleminde
hidrofobik etkilesim kolon kromotografisi kullanimigtir. Molekiil agirligi 35 ve 37
kDa olan 2 bant elde edilmistir. Enzimin en yiiksek aktivite gosterdigi optimum
kosullar ise pH 7.0 ve 37°C olarak belirlemislerdir (Kambe vd., 2012).

Hurma bitkisinin temel mikroorganizmast Mucor hiemalis f. hiemalis
ekstraselliilar lipaz enzimi treticisidir. Kolza yagi kullanilarak enzim 6 giin
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icerisinde tiretilmistir. Elde edilen lipaz enziminin saflastirmasinda ultrafiltrasyon
teknigi ile 220 kat saflastirilmistir. Amonyum siilfat fraksiyonlamasi, Sephadex
G75 kromotografisi, Q-Sepharose iyon degisim kromotografisi ve Sephacryl S-
200 kromotografisi kullanilmistir. Saflastirtlmis  enzimin poliakrilamit jel
elektroforezi ile molekil agirligi 49 kDa olarak belirlemislerdir (Hiol vd., 1999).

Cryptococcus sp. S-2 lipazi ultrafiltrasyon ve SP-5PW iyon degisim
kromotografisi ile 17.1 kat saflagtirmislardir. Saflastirma sonucunda elde ettikleri
enzimin SDS PAGE elekroforezi ile tek bant oldugunu goézlemlemislerdir. Elde
edilen bantin molekiiler agirligin1 22 kDa olarak belirlemislerdir (Kamini vd.,
2000).

Ekstraselliler elde edilen lipaz enzimi amonyun sllfat coktirmesi, silforofil
sepharose kromotografisi, sephadex G-75 jel filtrasyonu kromotografisi ve ikinci
kez silforofil sepharose kromotografisi ile 1200 kat saflikta elde etmislerdir.
Saflagtirllan enzimin aktivitesini 8800 U/mg olarak belirlemislerdir. Enzimin
molekil agirgint 32 kDa olarak SDS poliakrilamid jel -elekroforezi ile
belirlemislerdir. Enzim tek bant olarak goriintiilenmistir (Hiol vd., 2000).

Aspergillus carneus lipazi 24 kat saflikta %38 verimle elde edilmistir. Saflagtirma
basamaklar1 olarak ilk amonyum sulfat ¢oktiirmesi gergeklestirilmigdir. Kismi
olarak saflagtirilan enzim hidrofobik etkilesim kolonu ile saflastirilmigdir. Enzim
kolona baglandigi igin %30’luk propanol ile enzim saf olarak elde edilmistir (
R.K. Saxena vd., 2003).

Pseudomonus fluorescens HU380 susundan elde edilen lipaz enzimini DEAE
sepharose kromotografisi ve Superdex-200HR kromotografisiyle
saflagtirmiglardir. Elde edilen enzimin saflastirma kat sayis1 24.3 ve spesifik
aktivitesi 9854 U/mg olarak belirlemislerdir. Molekiiler agirhigint SDS PAGE jel
elektroforezi ile 64 kDa olarak belirlemislerdir (Kojima vd., 2003).

N.rileyi ekstraselliiler lipazinin saflagtirma g¢aligmalarinda ilk olarak amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapmuglardir. Kolon kromotografisi olarak sefakril S-100 HR
kullanmislardir. Saflastirma islemi sonunda 23.9 kat saflikta ve 1.69 verimle saf
lipaz enzimini elde etmislerdir. Enzimin molekil agirligimi SDS-PAGE
yontemiyle 81 kDa olarak belirlemislerdir (Supakdamrongkul vd., 2010).
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Talaromyces thermophilus fungusundan elde edilen alkali lipaz enziminin
saflastirma isleminde sirasiyla amonyum siilfat ¢Oktiirmesi, jel filtrasyon
kromotografisi ve iyon degisim kromotografisi kullanmiglardir. 39 kDa molekiil
agirligina sahip lipaz enzimini saf olarak elde etmislerdir (Romdhane vd., 2010).

Mucor hiemalis lipazt 12.63 kat saflagtirilarak %27.7 verimle elde edilmistir.
Saflastirma basamaklar1 olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve jel
filtrasyon kolon kromotografisi kullamlmistir (Ulker ve Karaoglu, 2012).

Aneurinibacillus thermoaerophilus’ dan elde edilen sicakliga dayanikli organik
coziiciilere karst toleransh lipaz enzimini saflagtirmak i¢in iyon degisim
kromotografisi olan Q Sefaroz ve jel filtrasyon kromotografisi olan Sephadex-G75
kolon kromotografilerini kullanmiglardir. Elde ettikleri lipaz enziminin spesifik
aktivitesini 43.5 U/mg, verimini %19.7 olarak hesaplamiglardir. Enzimi 15.6 kat
saf olarak elde etmislerdir. Molekil agriligin1 50 kDa olarak hesaplamiglardir
(Masomian vd., 2012).

Staphylococcus sp. bakterisinden izole edilen lipaz enzimi 24 kat saflikta elde
edilmigtir. Saflagtirma igsleminde ilk basamak olarak amonyum siilfat ¢coktirmesi
yapilmigtir. Kolon kromotografisi olarak Sefakril S-200 kolonu kullanilmustir.
Elde edilen enzim bandinin molekiil agirligi 38kDa olarak belirlenmistir (Daoud
vd., 2013).

2.3. Lipaz Enzimi Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH ve Sicakhiin
Etkisi

Mucor hiemalis f. hiemalis mikroorganizmasinin optimum sicakligini belirlemek
i¢in reaksiyon karigimu 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 °C de inkibasyon yapilarak
belirlenmistir. Optimum sicaklig1 belirlemek i¢in enzim substrat karisimi pH 5.0
ve 9.0 arasindaki degerlerde 6l¢lim yapilarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismada pH
7.0 da 40 °C optimum sicaklik olarak belirlenmistir (Hiol vd., 1999).

Cryptococcus sp. S-2 lipaz enziminin en ylksek aktivitesi pH 7.0 ‘de ve 37 °C’de
Olgllmiistir. pH 9.0 da %52.9 aktivite g0zlemislerdir. Enzimin pH 5.0- 9.0
arasinda stabil oldugunu saptanmigtir. Sicaklik 30, 40, 50, 60 °C “de geriye kalan
enzim aktivitesi sirayla %60.78, %89.7, %71.1 ve %71.1 olarak aktiviteleri
belirlenmistir (Kamini vd., 2000).
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Termofilik rhizopus oryzae susundan elde edilen lipaz enziminin optimum pH
degerini 7.5 olarak bulmuslardir. Lipaz enziminin pH 4.5, 7.5 araliginda
aktivitesinin stabil oldugunu gézlemlemislerdir. Optimum sicakligir 35 °C olarak
belirlemislerdir. 45 °C‘de 30 dakika sonunda enzim aktivitesinin %65’inin
korundugunu belirtmislerdir (Hiol vd., 2000).

A.niger NCIM 1207 susundan elde edilen lipaz enziminin optimum pH degerini
2.5 ve optimum sicakligim 45 °C olarak belirlemislerdir. Yiiksek asidik pH
degerlerinde enzim aktivitesinin %75’inin korundugu gozlemlemislerdir. Lipaz
enzimi Uzerine sicaklik stabilitesi denemesinde enzim maksimum aktivitesini 45,
30 ve 50 °C’lerde gosterdigini belirlemislerdir. Farkli sicakliklarda yapmis
olduklari denemelerde 5 saat boyunca 60 °C de aktivitesini kaybetmedigini
gézlemlemislerdir. Enzim 75°C de 4 saat inkilbe edildiginde ise aktivitesinin
%40’1m korudugunu gézlemlemislerdir (Mahadik vd., 2002).

Pseudomonus fluorescens HU380 susundan elde edilen lipaz enziminin optimum
sicakligt ve pH degerlerini 45 °C ve pH 4.5 olarak belirlemislerdir. Lipaz
enziminin pH 6.0-7.0 degerlerinde 30 °C de 24 saat sire ile stabilitesini
korudugunu gozlemlemislerdir. 40 °C, pH 7.0 degerlerinde 0.1% Triton X-100
eklenerek 60 dakika boyunca stabilitesini korumustur (Kojima vd., 2003).

Aspergillus carneus lipazinin optimum pH degeri 9.0° dir. Sicaklik degeri de 37
°C’ dir. A. carneus lipazinin pH 8.0 ve 10.0 degerleri arasinda stabildir. Lipaz
enziminin oda sicakliginda enzim aktivitesini kaybetmedigini belirlenmistir
(Saxena vd., 2003).

N.rileyi MJ lipazinin iizerine yaptiklart ¢alismada optimum pH ve sicaklik
calismasinda pH 8.0 ve sicaklik 35 °C’ dir. pH 7.0 ve 9.0 degerleri arasinda ,15 ve
35 °C arasinda aktivitesinin stabil oldugunu gozlemlendir (Supakdamrongkul vd.,
2010).

Mucor hiemalis lipaz1 tizerine optimum pH ve sicaklik denemelerinde optimum
pH degerini 7.0 olarak, optimum sicaklik degerini de 50 °C olarak belirlenmistir.
pH 5.0 ve 11.0 degerlerinde 24 saatlik Olglimlerde stabil oldugunu
gézlemlemislerdir. Enzimin 30 ve 50°C arasinda stabil oldugunu fakat 60-80 °C
arasinda aktivitesinin yarisim kaybettigini belirlenmistir (Ulker ve Karaoglu,
2012).
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Aneurinibacillus thermoaerophilus’ dan elde edilen saf lipaz enziminin optimum
pH degerini 7.0 olarak belirlemislerdir. Enzimin 30 °C sicaklikta pH 4.0 ve 9.0
degerleri arasinda aktiviteSinin stabil oldugunu gézlemlemislerdir. Saflastirilan

lipaz enziminin optimum sicakligini 65 °C olarak belirlemislerdir (Masomian vd.,
2012).

Staphylococcus sp. lipazinin optimum pH ve sicaklik denemesinde pH 8.0,
sicaklik 45 °C olarak belirlemislerdir. Enzimin pH 6.0-9.0 degerleri arasinda %69
aktivitesini korudugunu ve 45 °C sicaklikta 1 saat boyunca aktivitesini
koruyabildigini belirlemislerdir (Daoud vd., 2013).

2.4. Lipaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlari, EDTA ve
Inhibitérlerin Etkisi

Cryptococcus sp. S-2 lipazinin enzim aktivite Uzerine 1 mM metal iyonlar1 ve
EDTA etkisine bakmuslardir. Hg”" ve Cu®* metal iyonlarimn enzim aktivitesini
inhibe ettigini gozlemlemislerdir. EDTA enzim aktivitesine hi¢ etki yapmamustir.
Bulduklari sonuglara gére enzim metalloenzim degildir (Kamini vd., 2000).

Pseudomonus fluorescens HU380 mikroorganizmasindan saflastirilan lipaz
enziminin Co®, Ni**, Fe*, Fe? metal iyonlar1 tarafindan inhibe edildigini
gozlemlemislerdir. EDTA ve Ca® iyonu tarafindan ise aktive edildigini
belirlemiglerdir (Kojima vd., 2003).

A.carneus fungusundan elde edilen lipaz enzimi organik ¢ozeltilerde Mg*, Na* ve
NH," iyonlarma kars1 yiiksek aktivite gosterirken, SDS deterjaninin yiiksek
inhibitdr oldugunu belirlemislerdir. Metal selatlayici ajanlara karsi her hangi bir
etki gozlemlememislerdir (Saxena vd., 2003).

N.rileyi MJ lipazinin enzim aktivitesi lizerine aktivitér ve inhibitorlerin etkisi
calismasinda Na®, NH," ve EDTA’nin enzim aktivitesini artirdigimi Co*, cu®
iyonlari, sistein ve DTT’nin yuksek inhibisyon gosterdigini belirlemislerdir
(Supakdamrongkul vd., 2010).

Mucor hiemalis lipazinin aktivitesi iizerine metal iyonlarinin etkisinde Na®, K,
Hg?* ve Cr** iyonlarimin inhibe edici oldugunu; Mn?*" iyonunun aktive edici
oldugunu gdzlemlemislerdir (Ulker ve Karaoglu, 2012).
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2.5. Lipaz Enzimi Aktivitesi Uzerine Substrat Spesifitesinin Etkisi

A.carneus lipazinin enzim aktivitesi (zerine substrat spesifite denemesinde p-
nitrofenil asetat, p-nitrofenil kaprat, p-nitrofenil laurat, p-nitrofenil miristat, p-
nitrofenil palmitat, p-nitrofenil stearat, o-nitrofenil palmitat gibi cesitli o- ve p-
nitrofenil esterlerini kullanmiglardir. Bu deneme sonucunda en yiiksek enzim
aktivitesini p-nitrofenil laurat substratinda gozlemlemislerdir. Sonrasinda en
yiiksekten en diisige dogru aktivite siralamasinda p-nitrofenil miristat ona en
yakin p- nitrofenil palmitat, p- nitrofenil kaprat, p- nitrofenil asetat, p- nitrofenil
stearat ve en az aktiviteyi ise o- nitrofenil palmitat substratinda gézlemlemislerdir
(Saxena vd., 2003).

N.rileyi MJ lipazinin p-nitrofenil laurat, p-nitrofenil palmitat ve p-nitrofenil caprat
ile yapilan substrat spesifitesi ¢aligmasinda p-nitrofenil caprat substrat olarak
kullaniminda, p- nitrofenil palmitata gére 10 kat daha yiiksek aktivitede oldugu
belirlenmistir (Supakdamrongkul vd., 2010).

Aneurinibacillus thermoaerophilus lipaz1 {izerine yapilan substrat spesifitesi
deneyinde dogal yaglar substrat olarak kullanilmistir. Yapilan ¢calismada uzun yag
asidi zincirine sahip olan yaglar kullanildiginda enzim yliksek aktivite gosterirken
kisa yag asidi zincirine sahip olan yaglarda aktivitenin az oldugunu
g0zlemlemislerdir. Bunun sebebi uzun yag asidi zincirlerinde hidrofobik alanlarin
daha fazla olmasi ile agiklamislardir (Masomian vd., 2012).

Staphylococcus sp. lipazi lizerine substrat spesifitesi denemesinde uzun zincirli ve
kisa zincirli trigliseridler {izerine deneme yapmuslardir. Triton X-100 aktiviteyi
inhibe ederken maksimum aktiviteyi zeytinyagi ve tributirin ile gostermistir.
Tribitirinde spesifik aktivitesi 260 U/mg ve zeytin yaginda spesifik aktivitesini
802 U/mg olarak belirlemislerdir. Bu denemede elde ettikleri sonuca gore
Staphylococcus turleri kisa zincirli yag asitleri ile daha yuksek aktivite gosterirken
uzun zincirli yag asitlerinde aktivitede diisiis gézlemlemislerdir (Daoud vd.,
2013).

Cohnella sp. A01 bakterisinden elde edilen lipaz enzimi Uizerine substrat spesifitesi
denemelerinde ¢esitli p-nitrofenil esterlerini kullanmislardir. Optimum pH ve
sicaklik degerlerinde p-nitrofenil bitirat, p-nitrofenil hekzanoat, p-nitrofenil
oktanoat, p-nitrofenil dekanoat, p-nitrofenil miristat, p-nitrofenil stearat, p-
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nitrofenil palmitat kullanmislardir. En yliksek aktiviteyi p-nitrofenil bitirat ile
gbzlemlemislerdir. Sirasiyla diger yiiksekten diisige dogru aktivite p-nitrofenil
stearet, p-nitrofenil palmitat, p-nitrofenil hekzanoat da gozlemlemislerdir. Bu
sonuglar 1s18inda lipaz enziminin uzun ve kisa zincirli yag asitlerinde yiiksek
aktivite gosterdigini fakat orta uzunluktaki yag asidi zincirlerinde diisiik aktivite
gosterdigini bildirmislerdir (Golaki vd., 2015).



21

3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyaller
3.1.1. Kimyasallar

Zeytinyagi, Tween 40 [poli (oksietilen) sorbitan monopalmitat], Tween 80
[poli(oksietilen) sorbitan monooleat], p-nitrofenil bitirat ve p-nitrofenil palmitat
Sigma firmasindan; p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil kaprilat, p-nitrofenil kaprat, p-
nitrofenil laurat, fenil metil silfonil florir (PMSF), TEMED, 1,4- dithiothreitol
(DTT), N-bromo suksinamit (NBS), sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid
metil-p-toluen-sulfonat (CMC), arabic gum, agar, pepton, skim milk ve akrilamid,
N,N-metilen bisakrilamid Fluka firmasindan; sodyum dodesil slfat (SDS), Triton
X-100, NH,CI, AICIs;, CuCl,, BaCl,, FeCls, ZnCl,, MgCl,, MnCl,, NiCl,, NaCl,
KCI, HgCl,, PbCl,, CoCl,, EDTA, amonyum silfat, amonyum persulfat,
amonyum nitrat, sodyum hidroksit, p-nitrofenol, B-merkaptoetanol, etanol,
isopropanol, glisin ve yeast ekstrakt (maya 6ziitl) Merck firmasindan; Aldrich
firmasindan; dimetil siilfoksit (DMSO), Panreac firmasindan; CaCl, ve (re,
Riedel- de Haen firmasindan; Na,O3Se ve LiCl saglanmustir.

3.1.2. Mikroorganizma

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B6liumii Molekiiler
Biyoloji Ana Bilim Dali Mikrobiyoloji laboratuvar1 fungus stoklarinda bulunan,
lipaz irettigi daha 6nceden kalitatif olarak saptanmis olan Aspergillus sp. Susu,

enzim iretimi igin se¢ilmigtir.
3.2. YOontemler
3.2.1. Fungusdan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin taze kiltiirler kullanildi. Agar ylizeyindeki miseller steril
plastik 6ze yardimiyla toplandi. Miseller steril Eppendorf igine alinarak, -20 °C’de
bir saat bekletildi. Daha sonra miseller 55 °C’lik su banyosunda 15-20 dk
bekletilerek ¢ozuldi. Dondurma-¢bzme islemi en az 2 kez tekrarlandi. En son -20
°C’de dondurulan miseller steril pestil yardimu ile ezildi. Misellerin iizerine 600
uL STE, 25 uL proteinaz K (25 mg/ml) ve 75 pL SDS (%10) eklenerek 2 saat 55
°C’lik su banyosunda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra tiiplere 1:1
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fenol-kloroform eklenerek 5 dk alt st edildi ve daha sonra 13.200 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi. Orneklerin iist faz1 steril Eppendorf i¢ine alinarak iizerlerine 1 mL
% 96’11k etanol eklendi ve 2-3 kez alt st edildi. Daha sonra 20 dk, -20 °C’de
bekletilen 6rnekler 13.200 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra 37 °C’lik etlivde
bekletilip etanol uzaklastirildi. Son olarak Eppendorflara 100 pL steril distile su
eklenerek bir gece 37 °C’lik etlivde bekletildi (Tran-Dinh vd., 1999).

3.2.2. izole Edilen Funguslarin Molekiiler Tamlanmasi

Tanilama islemi i¢in internal transcribed spacer (ITS), PCR ile ¢ogaltild.
Kullanilan PCR karigtimi Cizelge 3.1.°de verildi. Primer olarak ITS 1 (5’-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) ve ITS 4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATG-
3’) tercih edilmistir. PCR kosullari; 94 °C’de 3 dk 6n denaturasyon sonrasinda, 35
dongulik 94 °C’de 1 dk denaturasyon, 60 °C’de 1 dk primer baglanma, 72 °C’de
1 dk uzamay:1 igermektedir. Son adim 72 °C’de 5 dakikalik final uzamay1
icermektedir (Tran-Dinh vd., 1999). PCR driinlerinden 3 pL, yiikleme
tamponundan da 3 plL alimarak % 5 safe view igeren % 1,5’luk agaroz jele
yiikklendi. DNA biyiikliikk standardi; 1 kb’lik (Fermentas Gene Ruler TM)
kullanildi. Jel elektroforezi 75 V, 45 dk yapildi. PCR friinleri sekans igin
Macrogen (Giiney Kore) firmasina gonderildi. Sekans her 6rnek igin revers ve
forward olarak yapildi. Oncelikle Clustal W programui kullanilarak hizalands,
ardindan BLAST programi kullanilarak tanist yapildi.

Cizelge 3.1. ITS bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin kullanilan PCR karigsimi

Reaktifler (konsantrasyon) Hacim
PCR buffer 10X1 5ulL
MgCl, (25 mM) 4 uL
dNTP (10 mM) 1l
Primer R (10 p/Mol) 2 uL.
Primer F (10 p/Mol) 2 uL
Taq Polimeraz (5U/uL) 0.4 uL
DNA (100 ng/uL) 1 pL
Distile su 34.6 uL
Toplam hacim 50 uL
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3.3. Aflatoksin Testi

Aspergillus sp. HBF 39 susunun aflatoksin firetip tretmedigi Glukoz Yeast
Ekstrakt, Hg Czapek Dox Agar, ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi.

Glukoz Yeast Ekstrakt; 4 g glukoz, 1 g yeast ve 4 g agar 200 mL ultra saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirlandi (Yabe vd., 1987).

Hg Czapek-Dox Agar; 9.08 g Czapek-Dox agar, 0.0272 g HgCl,, 2 g NH4H,PO,
ve 0.1 mL Corn step likor 200 mL ultra saf su igerisinde ¢ozulerek hazirlandi
(Hara vd.,1974).

AFPA (Aspergillus flavus-parasiticus Agar); 9.1 g AFPA 200 mL ultra saf su
icerisinde ¢oziilerek hazirland1 (Pitt vd., 1983).

Hazirlanan bu ortamlara malt ekstrakt agarda spor olusumu saglanan stoklardan
tek nokta ekimi yapildi ve 30 °C’de 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
kiiltiirler UV 15181 altinda incelenerek 1s1ma yapan tiirlerin aflatoksin tirettigi kabul
edildi.

3.4. Lipaz Aktivitesinin Kantitatif Tayini

Lipaz aktivitesi substrat olarak p-NPL (p-nitrofenil laurat) kullanilarak
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Sigurgisladottir vd., 2003). p-NPL
etanolde 10 mM konsantrasyonda hazirlanmis ve reaksiyon karigimina final
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde eklenmistir. Aktivite tayini enzimin
optimum sicaklik ve pH’1 belirlenmeden 6nce ¢izelge 3.2°de belirtilen kosullar
altinda gergeklestirilmis, optimum kosullar belirlendikten sonra ise c¢izelge
3.3°deki kosullar altinda gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksiyon
karisimlarma 0.25 mL 0.1 M Na,COs; eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Karigimlar 10.000 x g’de 15 dakika santrifiijlenmis (Heraeus-Biofuge pico,
Germany) ve siipernatantlarin 410 nm’de kore karsi absorbanslari
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan) 6l¢iilmiistiir.
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Cizelge 3.2. Ham lipaz enzim aktivite tayini i¢in deney bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Kor Ornek

20 mM Fosfat Tamponu (35 °C, pH 7.5) 900 pL 880 pL

Enzim ¢ozeltisi(10mM) 0 pL 20 L

35 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

p-NPL (p-nitrofenol laurat) 100 pL 100 pL
35 °C’de 30 dk inkiibasyon

0.1 M Na,COs 250 pL 250 pL
11000 x g’de 15 dk santrifij

410 nm’de spektrofotometrede absorbans 6l¢imi

Cizelge 3.3. Optimum kosullar altinda standart kantitatif lipaz tayini

Reaksiyon bilesenleri Kér Ornek

20 mM Fosfat Tamponu (30 °C, pH 6.0) 900 pL 880 pL

Enzim cozeltisi 0 pL 20 puL

35 °C’de 5 dk 6n inkiibasyon

p-NPL 100 pL 100 pL
35 °C’de 20 dk inkiibasyon

0.1 M Na,CO4 250 pL 250 pL
11000 x g’de 15 dk santrifij

410 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢imii

Bir Unite lipaz aktivitesi, reaksiyon kosullar1 altinda dakikada pNP-laurattan

1pmol p-nitrofenol olusmasini saglayan enzim miktart olarak belirtilmistir.
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Aktivitenin hesaplanmasi asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir;

Vv
VA = (—.A).SF
l.e.v.t

VA
SA = ,
mg protein/mL

SA: spesifik aktivite (U/mg)

VA: volum aktivite (U/mL)

V: reaksiyon hacmi (mL)

I: 151k yolu (1cm)

&: molar absorbans katsayis: (mMcm™)

v: 0rnek hacmi (mL)

t: inkiibasyon zamani (20 dk)

A: absorbans

SF: seyreltme faktorl

3.5. Molar Absorbans Katsayilarinin Belirlenmesi

Paranitrofenol (p-NP)’tin farkli pH’lardaki molar absorbans katsayilarini
belirlemek icin ilk olarak 50 °C’lik etiivde 24 saat kurutuldu. Daha sonra pNP’ln
1 mM’lik stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden pH 5.0-9.0 arasindaki
tamponlarla final konsantrasyonu 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ve 0.05 M olacak sekilde
uygun hacimde seyreltmeler yapilarak 410 nm’de absorbanslari oOlgiildii. Elde
edilen degerlerle absorbansa karsi konsantrasyon grafikleri ¢izildi ve grafigin
egiminden molar absorbans katsayilar1 belirlendi.
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3.6. Protein Tayini

Calismada yapilan protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapildi
(Bradford, 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin,
proteinlerin asidik ve bazik gruplarnyla etkileserek renk olusturmasi esasina
dayanir. Coomassie Brillant Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda kirmiz
renklidir ve 470 nm’de maksimum absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yikli
gruplara baglandiginda mavi renk alir ve 590 nm’de maksimum absorbans verir.
Bu yontemde renk olusumu 2 dakika sonra gerceklesir ve 1 saat stabil kalir.
Bradford yontemine gore protein tayini yapilirken kullanilan c¢ozeltiler ve
standartlar asagida verildigi gibi hazirlandi.

Coomassie Brillant Blue G-250 Cozeltisinin Hazirlamis:

Coomassie Brillant Blue G-250’nin 100 mg’1, 50 mL %95’lik etil alkolde ¢ozuld.
Cozelti 100 mL % 85°1ik fosforik asitle karistirildi ve hacmi ultra saf su ile 1 L’ye
tamamlandi. Hazirlanan boya ¢ozeltisi ¢Oziinmeyen boya kalintilarini
uzaklastirmak i¢in filtre kagidindan siiziildii.

Protein Standart Grafiginin Hazirlamsi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanildi. BSA’nin 1
mg/mL’lik standart ¢ozeltisi kullanildi. Standart c¢ozeltiler bu stoktan 20-200
ug/mL olacak sekilde, ultra saf su ile seyreltilerek hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiplere 50 pL aktarildi, kore ise 50 uL ultra saf
su eklendi. Butln tuplere 2.5 mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250
¢ozeltisinden eklendi ve karistirldi. iki dakika sonra standartlar 595 nm dalga
boyunda kore karsi okundu ve protein standart grafigi konsantrasyona karsi
absorbans grafigi, linear regresyon analiziyle ¢izildi. Bilinmeyen 6rnegin protein
konsantrasyonu, bu standart grafigin g¢iziminden elde edilen denklemin
formiiliinden hesaplandi. Grafigin formiili y = 0.0006x - 0.0051, regresyon
katsayis1 R?= 0.99’dur.
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Sekil 3.1. Protein standart grafigi
3.7. Sporulasyon Ortaminmin Hazirlamsi

Aflatoksin testi sonucunda aflatoksin tiretmeyen ve lipaz aktivitesi gosteren fungus
olarak Aspergillus niger HBF 39 secildi. Fungusun en iyi spor {iretim zamanini
belirlemek i¢in malt ekstrakt agar kullanildi. Malt agar uygun sicaklikta saf su ile
homojen hale getirildi ve 121°C 10 dk otoklavda sterilize edildi. Otoklavdan
aliman malt agar yatik pozisyonda oda sicakliginda donmasi beklendi. Kati hale
gelen malt agara stok kiiltiirden ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiir 30 °C’de etlivde 5
giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda sporulasyon ortamma % 0.1’lik steril
Tween 80 ve cam bilye ilave edilerek sporlarin ¢ozeltiye gegmesi igin 5 dakika
yavag¢a karigtirtldi. Sivi ortama gegen suspansiyonun 1 mL’si, 9 mL steril
fizyolojik tuzlu suya (% 0.9 NaCl) ilave edildi. Uygun inokulum miktarim
belirleyebilmek icin ilk seyreltme (10™) kullamlarak 10 10°, 10, 10®° ve 10°
olacak sekilde seyreltme islemi yapildi. Her seyreltmede Thoma lami ile
mililitredeki spor sayimi yapildi. Spor sayist asagidaki formiille hesaplandi.
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Mililitredeki spor sayis1 = A x SF x 10*
A = 0.1 mm® hacimde sayilan spor
SF = Seyreltme faktori
10* = Mililitreye ¢evirme garpani

Her seyreltmedeki spor sayis1 yukaridaki formiile gore hesaplanarak inokiilasyon
icin uygun spor sayisini igeren seyreltme belirlendi.

3.8. Aspergillus niger HBF 39’un Lipaz Uretim Ortamm

Aspergillus niger HBF 39 fungusu igin her yapilan denemede Cizelge 3.4’de
belirtilen ortam igerigi kullanildi. Ortam malzemeleri karistirildiktan sonra pH 5.5
olarak NaOH ile molaritesi ayarlanilarak yapilan denemelerde kullanild.

Cizelge 3.4. Aspergillus niger HBF 39 lipaz tiretim ortaminin igerigi

Kimyasal Madde Miktar (g/L)
NaNO; 0.5
MgS0O,.7H,0 0.5
KCI 0.5
KH,PO, 20
Yeast ekstrakt 1
Peptone 5
Olive oil 10

3.9. Aspergillus niger HBF 39’un Lipaz Uretimi Uzerine Kultir
Kosullarimin EtKisi

3.9.1. Lipaz Uretimi Uzerine inokulum Miktarimn Etkisi

Inokulum miktarmin lipaz enzimi Uretimi Gzerine etkisini belirlemek igin, 500
mL’lik erlenlere 100 mL lipaz iiretim ortamu eklendi. Daha sonra hazirlanan bu
besi ortamlarma A. niger HBF 39 spor solusyonundan uygun seyreltmelerle 10°,
10° 10', 10° ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi. Kiiltiir ortamlar1 30
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°C’de, 180 rpm’de, 10 giin boyunca calkalamali inkiibatorde (New Brunswick
Scientific Excella E24, New Jersey, USA) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
boyunca kiiltiir ortamindan her giin 6rnek alinarak enzim aktivite Glgimleri
yapildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortam: Buhner hunisinde &nceden darasi
alman filtre kagidi (Munktell, Germany) kullanilarak vakumlama yontemiyle
siiziildii. Ustte kalan pelletler cam petriye alinarak 80 °C’de, 24 saat bekletildi,
elde edilen kuru agirliklarin tartimi yapilda.

3.9.2. Lipaz Uretimi Uzerine Sicakhgin EtKkisi

Aspergillus niger HBF 39’un en iyi lipaz iretimini gerceklestirdigi sicakligi
belirlemek igin, 500 mL’lik erlenlere 100 mL lipaz {iretim ortami pH 5,5 olacak
sekilde ayarlanarak eklendi. Hazirlanan bu besi ortamlarina A. niger HBF 39 spor
solusyonundan 10° spor/mL olacak sekilde inokiile edildi. Kiiltiir ortamlar1 farkli
sicakliklarda (20, 30, 40 ve 50 °C), 180 rpm’de, 10 giin inkiibasyona birakildi.
Kiiltiir ortamlarindan aseptik kosullar altinda her giin 6rnek alinarak, enzim
aktivite 6l¢iimleri yapildi. Ortamin pH degeri kayit edildi.

3.9.3. Lipaz Uretimi Uzerine Baslangic pH’simin Etkisi

A. niger HBF 39’un en iyi lipaz trettigi baslangi¢ pH 11 belirlemek i¢in, 500
mL’lik erlenlere 30 °C’de farkli pH’larda (pH 2.0-9.0) 100 mL lipaz iiretim ortami
hazirlandi. Kiiltiir ortamlarinin pH’larinin hazirlanisinda: pH 2.0-3.0 i¢in 0.2 M
glisin-HCI tamponu, pH 3.5-5.5 icin 0.2 M sitrat tamponu, pH 6.0-7.5 i¢in 0.2 M
NaH,PO, — Na,HPO, tamponu ve pH 8.0-9.0 icin Tris-HCI tamponu kullanildi.
Hazirlanan bu kiiltiir ortamlarina A. niger HBF 39 spor solusyonundan 10°
spor/mL olacak sekilde inokiile edildi. Kiiltiir ortamlar1 180 rpm’de, 10 giin
inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresince kiiltiir ortamlarindan aseptik kosullar
altinda her giin 6rnek almarak, enzim aktivite olglimleri yapildi. Ortamin pH
degeri kayit edildi.

3.10. Aspergillus niger HBF 39’un Biiyiime Kinetigi

Biiytime kinetigi, kiiltiir kosullarinin optimize edilmesinden sonra belirlenen 30 °C
ve pH 5.5’da ¢alisildi. A. niger HBF 39’un dretimi i¢in, 100 mL lipaz Uretim
ortami, 500 mL’lik 10 adet erlene eklendi. Bu besi ortamlarina A. niger HBF 39
spor solusyonundan 10° spor/mL olacak sekilde inokiile edildi. Kiiltiir ortamlar1
calkalamali inkiibatorde 30 °C de, 180 rpm, 10 giin inkiibasyona birakildi. A. niger
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HBF 39’un biiyiime kinetigini saptamak i¢in her giin erlenlerden bir tanesi, darasi
Ol¢iilmiis filtre kagidi (398 nolu Filtrak, Germany) kullanilarak, Buhner hunisinde
vakum altinda siiziildii. Daras1 dl¢iilmiis filtre kagidinda kalan miseller distile su
ile yikanarak, 80 °C’daki etiivde 24 saat kurutuldu. Hassas terazide (Scaltec SBA
31, Germany) tartildi ve filtre kdgidinin daras1 c¢ikarilarak biyokiitle (g/100 mL)
hesaplandi. Ayrica kiiltiir ortamu siizlintiisiiniin giinliik pH (Senso Direct pH 200,
Germany), protein tayini ve enzim aktivite Olglimleri yapildi. En iyi enzim
aktivitesi gosteren siiziintli, enzim kaynagi olarak kullanilmak {izere -20 °C da
derin dondurucuda (Bosch, Germany) sakland.

3.11. Lipazin Saflastirilmasi

A. niger HBF 39 lipaz enzimi iiretimi igin optimum sicaklik, pH ve inkiibasyon
zamani belirlendikten sonra saflagtirma iglemlerine gegildi. Optimum kosullarda
(Inkiibasyon zamani 3 giin, pH 5.5 ve 30 °C) enzim iiretimi yapilarak kiiltiir ortam
stzildu ve suzintl enzim kaynagi olarak kullanildi. Saflagtirma isleminde
sirasiyla DEAE Sepharoz CL-6B (iyon degisim) kolonu, Butyl Sefaroz 4 Fast
Flow (hidrofobik etkilesim) kolonu, Q Sefaroz Fast Flow (iyon degisim) kolon
kromotografisi yapildi. Aksi belirtilmedik¢e tiim saflastirma adimlar1 4 °C’de
yapildi. TUm saflagtirma islemleri yari otomatize edilmis protein saflagtirma
sistemi ile yapild1 (Bio-Rad Biologic LP).

Ham ekstrakt olan ekstraseliiler sivinin saflagtirma katsayist 1 kabul edilerek ve
diger fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri ham ekstrakt spesifik aktivitesine
oranlanarak saflagtirma katsayilari hesaplandi. Fraksiyonlarin % verimlerini
belirlemek i¢in ham ekstrat verimi 100 olarak kabul edilerek ve fraksiyonlarin
total aktivitesi ham ekstrakt total aktivitesine oranlanarak % verimleri hesaplandi.
Elde edilen veriler saflagtirma ¢izelgesi olusturularak 6zetlendi.

3.11.1. Diyaliz

Diyaliz yontemi, iyonik olan ve olmayan tiim kii¢iikk molekiilleri uzaklagtirmak
icin basit, ucuz ve etkin bir yontemdir. Genellikle ¢ozeltilerdeki tuzlar ve diger
kiigiik molekiilleri ortamdan uzaklagtirmakta kullanilir. Ayrica biyolojik
molekiillere zayif bir sekilde bagli olan kiiciik iyonlar1 ve molekiilleri de bu
yontemle ortamdan uzaklastirmak miimkiindiir (Metin, 2007).
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Ham enzim kaynag1 yar1 gegirgen bir membrandan olusan diyaliz torbasi (Seliiloz
membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25 mm
x 16mm) uygun uzunlukta kesildi ve tek tip gézenek biiyiikliigi saglamak ve agir
metal kontaminantlar1 gidermek i¢in 6n islemden gegcirildi (Cizelge 3.5). Diyaliz
torbas1 6n islemden gecirildikten sonra enzim 6rnegi aktarildi ve uglar1 klipsler
yardinu ile bagland:. Enzim i¢in uygun tampon i¢inde +4 °C de 1 gece bekletilerek
icerigindeki agir metallerden, tuzdan ve iyonik olmayan molekiillerden arindirildi.
Icerisinde bulundugu tampon diyaliz islemi tam gerceklesebilmesi icin 2 kez
degistirildi. Diyaliz iglemi manyetik karistiricida +4 °C de yapildi.

Cizelge 3.5. Diyaliz torbasinin 6n islemden gecirilmesi

900.3’luk sodyum sulfit ¢ozeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletilir.
Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

9%0.2’lik sulfurik asitte 1 dakika bekletilir.

Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

AW IN|

3.11.2. iyon Degisim Kromatografisi (DEAE Sefaroz CL-6B)

fyon degisim kromatografisi proteinlerin elektrik yiikiine bagli olarak ayrilmasini
saglayan ve protein saflastirma islemlerinde ¢ok sik kullanilan 6nemli bir tekniktir.
Bu metotta pozitif veya negatif yiike sahip maddelerin elde edilmesi saglanir.
Sabit faz ylzeyinde ya pozitif ya da negatif yiklii gruplar bulunur. Eger pozitif
yiikli olanlarin elde edilmesi isteniyorsa, numune katyon degistiren kolona
uygulanmalidir. Bu halde nétr ve negatif yiiklii olanlar mobil fazda kalirlar ve
pozitif yiiklii olanlar sabit faza baglanirlar. Aksine negatif yiiklii olanlarin elde
edilmesi gerekiyorsa, bu kez bir anyon degistiricisi kolona ilave edilir. Boylece
nétr ve pozitif olanlar, hareketli fazla kolondan gecip atilirlar. Sabit faza
baglanmis olan tiirler, hareketli fazdaki iyon yogunlugu artirilarak veya pH
degistirilerek kolondan ayrilirlar.

Iyon degisim kromatografisi igin, negatif yiiklii proteinlerin saflastirilmasinda
kolon dolgu maddesi olarak pozitif yike sahip DEAE sefaroz CL-6B (35 mL
yatak hacimli, 2.5x10 cm, Biorad, USA) kullanildi. Diyaliz sonrasi elde edilen
diyalizat, 20 mM fosfat (pH 7.5, 4 °C) tamponu ile dengeye getirilen DEAE
sepharoz CL-6B kolonuna yuklendi. Daha sonra, kolon 120 ml./saat akis hizinda
ayni tampon ile yikanarak baglanmayan proteinlerin kolondan ¢ikmasi saglandi.
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Baglanmayan proteinler kolondan uzaklastirildiktan sonra kolona 0 M’dan 1.0
M’a kadar artan NaCl linear tuz gradienti uygulanarak kolona bagli proteinlerin
cikmasi saglandi. Kolondan g¢ikan ornekler 5’er mL’lik fraksiyon hacimlerinde
toplandi. Kolondan protenlerin ¢ikist 280 nm’deki absorbans degisimi ile izlendi.
Protein iceren fraksiyonlar alinarak standart deney kosullarda (pH 7.5, 30 °C)
aktivite tayini yapildi ve yiiksek aktivitenin gozlendigi fraksiyonlar toplanilarak
birlestirildi ve bu fraksiyonlar bir sonraki saflagtirma adiminda kullanildi.

3.11.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (Butyl Sefaroz 4 Fast Flow)

Hidrofobik etkilesim kromatografisi protein molekiillerinin hidrofobik gruplar ile
durgun faz arasindaki hidrofobik etkilesime dayanir. Durgun faz hidrofilik bir
polimere (dekstran veya agaroz) bagl kii¢lik non-polar gruplar (butil, oktil veya
fenil) icermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin
bulundugu fraksiyon yiiksek tuz derisimi igeren tampon igerisinde (genellikle
amonyum sulfat) kolona yiiklenir. Baglh proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi ise
tampondaki tuz derisimi azaltilarak yapilir. Yani ters tuz gradienti olusturularak
yikama yapilir. Bu yontem o6zellikle amonyum siilfat gibi tuzlarla yapilan
coktiirmeden sonra proteinlerin daha ileri saflastirilmasi igin idealdir (Metin vd.,
2007).

Hidrofobik etkilesim kolonu olarak Butyl Sefaroz 4 Fast Flow kolonu (10 mL
yatak hacimli, 1x10 cm, Biorad, USA) kullanildi. Kolon ilk olarak 2.5 M NaCl
iceren 20 mM fosfat (pH 7.5, 4 °C) tamponu ile yikanarak denge durumuna
getirildi. Kolonda tampon akis hizi 120 mL/saat olacak sekilde ayarlandi. DEAE
sefaroz CL-6B kolonundan elde edilen enzim o6rnegine 2.5 M NaCl eklenerek
ornek kolona yiiklenecek duruma hazirlandi. Daha sonra 6rek kolona yiiklendi.
2.5 M NaCl igeren 20 mM fosfat (pH 7.5, 4 °C) tamponu ile yikama yapilarak
baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmasi saglandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler 5’er
mL’lik fraksiyonlar halinde toplandi. Kolondan proteinlerin ¢ikist 280 nm
absorbansdaki degisim ile izlendi. Kolon yikama islemine 280 nm’de absorbans
diisene kadar devam edildi. Daha sonra kolona 2.5 M’dan 0 M’a kadar azalan
NaCl ile ters tuz gradienti uygulandi. Enzim Butyl kolonuna olduk¢a siki
baglandigi icin gradientin bitiminin hemen ardindan, kolona baglh oldugu
diistiniilen proteinimizin kolondan ¢ikmasi i¢in %30 izopropanol ile yikandi. Elde
edilen fraksiyonlarda enzim aktivite 6lcimleri standart deney kosullarinda yapildi.
Enzim izopropanolden armdirmak icin 20 mM fosfat (pH 7.5, 4 °C) tamponu 1
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gece diyaliz islemine birakildi ve bir sonraki islem olan Q Sefaroz Fast Flow
kolonu i¢in hazir hale getirildi.

3.11.4. iyon Degisim Kromatografisi (Q Sefaroz Fast Flow)

Son adimda, negatif yiiklii proteinlerin saflagtirilmasinda kolon dolgu maddesi
olarak pozitif yike sahip Q Sefaroz Fast Flow (10 mL yatak hacimli, 1 x10 cm,
Biorad, USA) kullanildi. Diyaliz sonras1 elde edilen diyalizat, 20 mM fosfat (pH
7.5, 4 °C) tamponu ile dengeye getirilen Q Sefaroz Fast Flow kolonuna yiiklendi.
Daha sonra, kolon 120 mL/saat akis hizinda aym: tampon ile yikanarak
baglanmayan proteinlerin kolondan c¢ikmasi saglandi. Baglanmayan proteinler
kolondan uzaklastirildiktan sonra kolona 0 M’dan 0.5 M’a kadar artan NaCl linear
tuz gradienti uygulanarak kolona bagli proteinlerin ¢ikmasi saglandi. Kolondan
cikan ornekler 5’er mL’lik fraksiyon hacimlerinde toplandi. Kolondan proteinlerin
¢ikigt 280 nm’deki absorbans degisimi ile izlendi. Protein ¢ikisinin gézlemlendigi
fraksiyonlar alinarak standart deney kosullarinda (pH 7.5, 30 °C) aktivite tayini
yapild1 ve yiiksek aktivitenin Ol¢iildiigii fraksiyonlar toplanarak birlestirildi ve
karakterizasyon ¢aligmalarinda saf enzim kaynagi olarak kullanilmak tizere ayrildi.

3.12. Elektroforez ve Zimografi
3.12.1. Lipazin Molekiil Agirhiginmin Belirlenmesi

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarin saflig1 ve enzimin molekiil agirlig
Laemmli yontemine (1970) goére PAGE (poliakrilamit jel elektroforezi) ve SDS-
PAGE (sodyum dodesil sulfat-poliakrilamit jel elektroforezi) ile tayin edildi.
Standart olarak domuz miyozini (200.000 Da), E. coli’den p-galaktozidaz
(116.000 Da), tavsan kasindan fosforilaz B (97.400 Da), sigir serum albumini
(66.000 Da), yumurta albumini (45.000 Da) ve sigir eritrositinden karbonik
anhidraz (29.000 Da) kullanildi. Lipazin goriintiilenmesi i¢cin PAGE kullanilarak
zimogram yapildi. SDS-PAGE, PAGE (Laemmli, 1970) asagida anlatildig1 gibi
gerceklestirildi.

PAGE ve SDS-PAGE i¢in Gerekli Cozeltiler

Yuzde 30’luk akrilamid/N N'-metilenbisakrilamid stok ¢ozeltisi: 30 ¢
akrilamid ve 0.8 g N,N'-metilenbisakrilamid 100 mL ultra saf suda ¢Ozildu.
Hazirlanan ¢6zelti koyu renkli sisede ve 4 °C’de saklandi.



34

Ayirma tamponu (separating tamponu): 1.5 M Tris-HCI hazirlandiktan sonra,
konsantre HCI kullanilarak pH’1 8.8’¢ ayarland1 ve oda sicakliginda saklandi.

Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 0.5 M Tris-HCI hazirlandiktan
sonra pH’1 6.8’¢ ayarlandi ve oda sicakliginda saklandi.

Amonyum perstlfat: % 10’luk amonyum persulfat ultra saf su icerisinde taze
olarak hazirlandi.

Sodyum dodesil silfat (SDS): % 10’luk SDS ultra saf su igerisinde yavas yavas
karistirilarak hazirlandi.

Ornek tamponu: 0.6 M Tris-baz (pH 6.8) 5 mL, SDS 0.5 g, sukroz 5.0 g, B-
merkaptoetanol’den 0.25 mL ve % 0.5’lik stok brom fenol mavisi ¢ozeltisinden 5
mL alinarak karistirildi ve hacmi ultra saf su ile 50 mL’ye tamamlandi. PAGE i¢in
hazirlanan yiikleme tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmadi. Ornek
tamponu kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklandi. B-merkaptoetanol’(in
etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona ayni oranda
ilave edildi.

Elektroforez tamponu (Yuritme tamponu): 3 g Tris-baz ve 14.4 g glisin ve 1 g
SDS karistirilarak hacmi ultra saf su ile 1 L’ye tamamlanarak HCI ile pH’1 8.3%¢
ayarlandi. PAGE i¢in hazirlanan elektrot tamponunda SDS kullanilmamustir.
Hazirlanan tampon kullanilincaya kadar 4 °C’de saklandi. Tampon 2-3 kez
kullanildiktan sonra yenilendi.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi: Commasie blue boyadan 100 mg, 6nce 200 mL
metanol (% 50) icinde ¢ozildu, daha sonra 35 mL asetik asit (% 10) ilave edilerek,

ultra saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.
Yikama Cozeltisi: % 10 metanol ve % 7 asetik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Jelin Hazirlamisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek i¢in
biitiin islemler pudrasiz eldiven giyilerek yapildi. Elektroforez camlar1 % 70’lik
etanolle ilizerinde toz zerrecigi kalmayacak sekilde temizlendikten sonra jelin
sizmasini Oonlemek i¢in standina yerlestirildi. Cam levhalar arasinda sizinti olup
olmadigi kontrol edildikten sonra, hava kabarcigi kalmayacak sekilde degaze
edilmis % 10’lik ayirma jeli, TEMED ve amonyum persiilfat ilave edildikten sonra
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karistirildi. Hazirlanan jel mini elektroforez (Bio-Rad, Mini-PROTEAN, U.S)
camlari arasina dokiildii. Ayirma jelinin igerigi Cizelge 3.6’de verildi.

Jelin havayla temasini kesmek igin, lizeri % 70’lik etanolle kapatildi ve jelin
polimerlesmesi i¢in 1 saat bekletildi. Siire sonunda ayirma jelinin {izerindeki alkol
kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavas yavas alind1 ve iizerine % 4’liik
yogunlastirma jeli dokiildii. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi kalmamasina ve
ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirildi ve polimerlesmesi i¢in
1-2 saat beklendi. Yogunlastirma jelinin igerigi Cizelge 3.7°de verildi.

Cizelge 3.6. Ylzde 10'luk ayirma jelinin igerigi

Jelin icerigi Miktar (mL)
Distile su 2.26

Ayirma tamponu (pH 8.8) 1.0

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid 1.66

% 10’ luk SDS (SDS-PAGE igin) 0.05

% 10’luk amonyum persiilfat 0.025
TEMED 0.00175

Cizelge 3.7. Ylzde 4'liikk yogunlastirma jelinin icerigi

Jelin icerigi Miktar (mL)
Distile su 1.875
Yogunlastirma tamponu (pH 8.8) 0.25

% 30’luk akrilamid/bis akrilamid 0.3375

% 10’ luk SDS (SDS-PAGE igin) 0.025

% 10’luk amonyum perstlfat 0.0125
TEMED 0.0035

Orneklerin Hazirlamsi ve Jele Uygulamisi

Jele uygulanacak dérnekler ve standart, 6rnek tamponuyla uygun seyreltmeleri
yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5 dakika kaynatildi. (PAGE ig¢in drnekler
kaynatilmadi). Tarak jele zarar vermeden c¢ekildi ve jel elektroforez tamponu ile
yikanarak polimerlesmeyen jel uzaklastirildi. Daha sonra kuyucuklar elektroforez
tamponu ile dolduruldu ve uygun seyreltmeleri yapilan orneklerden 15 pL
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yiiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin igine yerlestirildi ve
kuyucuklarin iizerini 6rtecek sekilde elektroforez tamponu eklendi. Gii¢ kaynagi
(UVP, Germany) ile 200 V 20 mA elektrik akimi verilerek proteinlerin ayirma
islemi yapild.

Jelin Boyanmasi

Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden iist jel ayrildi. Boyanin aldig1 yol elektronik
kumpasla o6lgiildiikten sonra, protein boyamasi yapildi. Coomassie Blue G-250
cOzeltisi ile 2 saat 110 rpm’de calkalanarak boyandi. Boyamadan sonra jeldeki
fazla boya yikama ¢ozeltisi ile 110 rpm’ de yikanarak uzaklastirildi ve bantlar
gordnur hale geldi.

3.12.2. Zimografi

PAGE jelinde 6rnekler yiiriitiildiikten sonra jel ¢ikartild. ilk olarak 20 mM fosfat
tamponu (pH 6.0) ile yikandi. Yikama islemi yapilirken tribiitirin agar hazirland.
Bunun icin %1 tribdtirin, 20 mM NaCl, 1 mM CaCl,, %0.5 gum arabic, 50 mM
fosfat (pH 6.0) tamponundan olusan karisim hazirlandi. Hazirlanan karigim bigakl
homojenizatorde (T25 basic IKA LABORTECHNIK) 3 dakika emlsifiye edildi.
Daha sonra bu cozelti Gzerine %1.5 agar eklendi. Bu agarli ¢6zelti mikrodalga
firinda tamamen homojenize edildi ve oda sicakliginda sogumaya birakildi. Oda
sicakligina gelen bu ¢ozelti, petri kabina konulan yikamadan ¢ikan jel Uzerine
dokiildii ve 35 °C’ de etiivde inkiibasyona birakildi. Seffaf bant olusup olusmadig1
g6zlemlendi.

3.12.3. Lipazin Molekiil Agirhginin Hesaplanmasi

Elektroforez sonrasinda SDS-PAGE sonuglari incelenerek lipaz bandi
belirlenmistir. SDS-PAGE jelinde boyanin, standartlarin ve enzimin kat ettikleri
mesafeler elektronik kumpas (Mitutoyo, CD-15CP, U.K.) yardimu ile 6l¢iilmiistiir.
Standartlarin ve enzimin R¢degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir;

drnegin aldig yol

B boyanin aldig yol
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Daha sonra standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmas1 alinmis ve Rg
degerlerine kars1 grafik ¢izilmistir. Elde edilen standart grafigin denkleminden

yararlanilarak enzimin molekiil agirlig1 saptanmustir.
3.13. Aspergillus niger HBF 39 Lipazinin Karakterizasyonu
3.13.1. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin belirlenmesi i¢in elde edilen ham
enzim ve saf enzim de 5-60 °C arasinda 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60
°C sicakliklarda enzim aktivitesi 6l¢iimii yapildi. Ham enzim i¢in 0.2 M pH 7.5
fosfat tamponu, saf enzim igin 0.2 M pH 6.0 fosfat tamponu kullanildi. Enzim
aktivitesi sadece sicaklik parametresi degistirilerek standart deney kosullarinda
spekrofotometrik olarak Olgiildii. Voliim aktiviteleri hesaplanarak grafigi

hazirland:.

Enzim aktivitesi iizerine sicaklik stabilitesini belirlemek igin 4, 20, 30 ve 40 °C’
de pH 6.0 olacak sekilde farkli zaman araliklarinda 24 saat boyunca enzim
aktivitesi spektrofotometrik olarak olgiildii. Her sicaklik icin 0. saatteki enzim
aktiviteleri 100 olarak kabul edildi ve geri kalan aktiviteleri % deger olarak
hesaplandi.

3.13.2. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine pH’min Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisini belirlemek igin pH 1.0-9.0 arasindaki
degerlerde 0.5 birim araliklarla tampon ¢ozeltiler hazirlandi. pH 1.0-3.0 ig¢in 0.2 M
glisin-HCI tamponu, pH 3.5-5.5 i¢in 0.2 M sitrat tamponu, pH 6.0-7.5 igin 0.2 M
fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0 i¢in Tris-HCI tamponu kullanildi. Hazirlanan
tamponlarin sicakliklart ham enzim igin 35 °C, saf enzim icin 30 °C olarak
ayarlandi. Enzim aktivitesi standart deney kosullarinda spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Voliim aktiviteleri hesaplanarak grafigi ¢izildi.

Enzim aktivitesi izerine pH stabilitesinin etkisini belirlemek i¢in pH 3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0, 8.0, 9.0 degerlerinde tamponlar hazirlanmistir. Hazirlanan tamponlarla 20
kat seyreltilen enzim 30 °C deki sicak su banyosunda 24 saat boyunca inkiibe
edildi. Farkli zaman araliklarin da 6rnek alinarak enzim aktivitesi 6lcimu standart
deney kosullarinda yapildi. Her pH igin 0. saatteki enzim aktiviteleri 100 olarak
kabul edildi ve geri kalan aktiviteleri % deger olarak hesaplandi.
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3.13.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi (zerine inkibasyon sdresinin etkisini incelemek icin optimum
deney kosullar1 olan pH 7.5, 35 °C de ve sabit substrat konsantrasyonunda ham
enzim farkl1 zaman araliklarinda inkiibe edildi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak 6l¢ildu. VVoliim aktivitesi hesaplanarak grafigi ¢izildi.

3.13.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi {lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve
pHda (30 °C ve pH 6.0), sabit inkiibasyon siiresinde (20 dk) ve farkli
konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250, 275, 300, 325,
350, 375, 400, 425, 450, 475, 500 UM p-NPL) substrat kullanilarak enzim
aktivitesinin spektrofotometrik yontemle dl¢tlmesi sonucu belirlendi. Enzimin K,
Ve Vax degerleri Lineweaver-Burk grafiginden hesaplandi.

3.13.5. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin yapay substratlara karsi spesifitesini belirlemek i¢in pNP asetat (C2),
PNP butirat (C4), pNP kaprilat (C8), pNP kaprat (C10), pNP laurat (C12), pNP
palmitate (C18) kullanildi. Etanol iginde 10 mM stok c¢ozeltiler hazirlandi.
Substratlarin final konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde deney ortamina eklenerek
enzim aktivitesi standart deney kosullarinda spektrofotometrik olarak 6l¢iildii.

PNPP icin, 10 mM p-nitrofenil palmitat (obNPP) final konsantrasyonu 1 mM olacak
sekilde % 0.4 Triton X-100 ve % 0.1 Gum arabic iceren 20 mM pH 6.0 fosfat
tamponuna eklendi ve 5 dakika sonike edildi. Enzim c¢ozeltisi bu tampon
¢ozeltisinde 30 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler -
20 °C’de 10 dakika bekletilerek reaksiyon durdurulmus. Orneklerin 410 nm’de
enzimsiz korlerine karsi absorbanslar1 okunmustur. Reaksiyon durdurma igleminin
standart Na,CO; eklemek yerine, -20 °C’de bekletilerek yapilmasinin nedeni
pNPP’1n Na,COj; ile bozularak kendiliginden sararmasidir.

3.13.6. Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin spesifik inhibitorii olan fenil metil stlfonil florit (PMSF); SH-
grubu (sulfidril grubu) inhibitérii olan B-merkaptoetanol; SH-grubu ve disulfit



39

grubu (-S-S-) inhibitérii olan ve ayni zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol
(DTT); sistein spesifik inhibitorii ve stlfidril oksidasyon ajami olan 5,5-
dithiobis(2-nitrobenzoik asit) (DTNB); triptofan inhibitori olan N-bromo
suksinamid  (NBS); karboksil grubu inhibitori olan sikloheksil-N-(2-
morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-sulfonat (CMC); protein denaturanti olan
ure ve sodyum dodesil sulfat (SDS) kullanildi.

Inhibitérlerin 100 mM’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi. PMSF; n-propanolde, DTNB;
0.1 M NaOH de ve digerler inhibitoérler ise ultrasaf suda ¢6ziildii. Deney ortamina
final konsantrasyonu 1 ve 5 mM olacak sekilde eklendi ve standart kosullarda
aktiviteleri tayin edildi. Higbir inhibitdr veya denatiirant icermeyen deney ortami
kontrol olarak kabul edildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edildi ve
deney gruplariin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlendi.

3.13.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Enzim aktivitesi (zerine metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in AICls;, BaCl,,
CaCl,, HgCl, CoCl,, CuCl,, FeCl;, KCI, LiCl, MgCl;, MnCl,, NaCl, NH,CI,
NiCl,, PbCl,, ZnCl, ve EDTA kullanildi. Metal iyonlart 100 mM stok
¢Ozeltisinden final konsantrasyonu 1, 5 ve 10 mM olacak sekilde deney
ortamlarina eklendi. Hicbir metal igermeyen deney ortami, kontrol olarak kabul
edildi. Standart kosullarda aktivite tayini yapildi. Kontrol grubunun aktivitesi 100
olarak kabul edildi ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger
olarak belirlendi.

3.13.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Protein derisimi, Vnox Ve K, degerleri lineer regresyon analizi ile saptandi
(STATISTICA 7.0). Her deney ii¢ tekrar lizerinden yapildi. Gruplar arasindaki
farkin ve bu farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi igin tek yonli
varyans analizi (Tukey ve Duncan Testi) yapildi. (STATISTICA 7.0) Kontrol
grubu ile deney grubu arasindaki farkin belirlenmesinde eslenmis 6rneklerde t-testi
uygulandi (STATISTICA 7.0).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Fungusun Molekdiler Tamsi

Morfolojik olarak tanimlamasi yapilan Aspergillus niger HBF 39 susunun ITS gen
bolgesi PCR yontemiyle ¢cogaltilarak elde edilen ekstraktlar sekans i¢cin Macrogen
(Giiney Kore) firmasina gonderildi. Gelen sekans sonuglari Clustal W programi
kullanilarak hizalamasi1 yapildi. Hizalanan sekans dizisi www.pubmed.com
adresinde yer alan niikleotid blast programu ile veri tabaninda yer alan ITS dizileri
ile karsilagtirilarak veri tabaninda bulunan tiir tanist yapilmis funguslar arasinda en
yiiksek benzerlik oran1 Aspergillus niger olarak saptandi (Sekil 4.1). Nukleotid
blast programinda elde edilen diziler ile neighbor joining agaci elde edildi. Bu
agaca gore Aspergillus niger fungusunun da i¢inde bulundugu grupta HBF 39
susunun yer aldig1 gozlenerek daha 6nce yapilan morfolojik tan1 desteklenmistir.
Aspergillusniger HBF 39 izolati igin http://www. ncbi. nlm. nih. Gov / Genbank/
submit .html adresinde bulunan Sequin prorami kullanilarak Genbank’tan
KJ530988 kayit numarasi alindu.

Aspergillus phoenicis

— Aspergillus foetidus
Aspergillus awamori

g5 | Aspergillus tubingensis
Aspergillus niger
Aspergillus costaricaensis
Aspergillus piperis
KJ530988

Aspergillus oryzae

33

Aspergillus terreus

86 Aspergillus brasiliensis

Aspergillus ficuum

Aspergillus hennebergii

a9 Aspergillus ibericus
449 |Aspergnllus lacticoffeatus
- Aspergillus sclerotioniger
Aspergillus carbonarius

Aspergillus ellipticus

Penicillium cosmopolitanum

Aspergillus fumigatus

_
0.m

Sekil 4.1. Aspergillus niger HBF 39 ITS gen bolgesinin dizileri ile en yiksek
homoloji gosteren GENBANK' daki dizilerle elde edilmis neighbor

joining agac1


http://www.pubmed.com/

41

4.2. Aflatoksin

A. niger HBF 39 fungusunun aflatoksin pozitif olup olmadigi Hg Czapek Dox
Agar, glukoz yeast ekstrakt ve AFPA besiyerleri kullanilarak saptandi. Hazirlanan
bu ortamlara malt ekstrakt agarda spor olusumu saglanan stokdan tek nokta ekimi
yapildi ve 30 °C’de 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kiiltiirler UV 15181
altinda incelenerek 1s1ma yapip yapmadigina bakildi. A. niger HBF 39’un UV 15181
altinda 1s51ma vermemesi dolayisiyla aflatoksin tiretmedigi saptandi. Bu sonug,
aragtirmamiza konu olan fungusun endustriyel ¢alismalarda giivenli bir sekilde
kullanilabilecegini gdsterdi.

4.3. Aspergillus niger HBF 39’un Lipaz Uretimi Uzerine Kultir
Kosullarimin EtKisi

Enzim tiretimi i¢in kullanilan mikroorganizmalarin gelistirilmesinde enzim {iretme
kapasitelerinin  taranmasi, besiyeri formiilasyonu ve kiiltiir kosullarinin
degerlendirilmesi 6nemli bir adimdir (Singh ve Satyanarayana, 2008). Kiiltiir
kosullarinin  optimizasyonunda amag, sadece mikroorganizmanin en 1iyi
gelisiminin ve enzim {iretiminin gerceklestigi sicaklik ve pH’1n belirlenmesi degil;
ayni zamanda enzimin ortama salindiktan sonra stabil oldugu sicaklik ve pH’in
belirlenmesidir.

4.3.1. Enzim Uretimi Uzerine inokulum Miktarimin Etkisi

Inokulum miktarinin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek i¢in, 100 mL lipaz
iiretim ortami iceren 500 mL’lik erlenlere, uygun seyreltmelerden 10°, 10° 107,
10° ve 10° spor/mL olacak sekilde inokule edildi. Her bir seyreltmenin pH
degerine bakildi ve enzim aktivitesi 6l¢iildii. Inkiibasyon sonunda kuru agirliklari
Olculerek en uygun seyreltme belirlendi. Bu ¢aligma sonunda en uygun seyreltme
10° spor/mL olarak belirlendi.

Yapilan ¢alismada inokiilasyon miktari arttik¢a hiicrelerde gelisimin geriledigi
gozlendi. En ideal hiicre gelisiminin oldugu ve en yiiksek aktivitenin gézlendigi
seyreltme 10° spor/mL ideal seyreltme olarak belirlendi.

10° spor/mL seyreltmede hiicre gelisimi yok denecek kadar az oldugu
gézlemlendi. 10%, 10" spor/mL hiicre sayis1 fazla olmasina ragmen enzim
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aktivitesinin 10° spor/mL seyreltmeye gore daha diisik oldugu belirlendi
(Sekil4.2).

Aspergillus niger MTCC2594 susu daha 6nceden hazirladiklar kiiltiirlerden izole
edilmistir. Besi ortamu olarak belirlenen igerik hazirlandiktan sonra 4.3x10° spor
hazirlanan sivi besi ortamina ilave edilmistir. 30 °C de 120 rpm de 48 saat
calkalamali olarak enzim tiretimi saglanmistir (Kambe vd., 2011).

Aspergillus niger NCIM 1207 (Nutan D. vd., 2003) susu bizim ¢alismamizda
oldugu gibi 10° spor/mL spor kullanarak iiretim yapmislardr.

450000 -
§4ooooo 1
S 350000 -
N

5300000 1
2250000 -
I

'S 200000 -

105- 106- 107- 108- 109-

inokolum miktari(spor/mL)

10° 108 107 108 10°

Sekil 4.2. Enzim Uretimi Uzerine Inokulum Miktarinin Etkisi
4.3.2. Lipaz Uretimi Uzerine Sicakh@in Etkisi

A. niger HBF 39’un en iyi lipaz tiretimini gergeklestirdigi sicakligi belirlemek igin,
500 mL’lik erlene 100 mL 20, 30, 40 ve 50 °C’de pH’1 5.5 olacak sekilde
hazirlanan lipaz iiretim ortamu eklendi. A. niger HBF 39 spor solusyonundan 10°
spor/mL olacak sekilde kiiltiir ortamina inokiile edildi ve 180 rpm’de, 10 giin
boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru agirliklari,
ortamin pH’s1 ve lipaz aktiviteleri tayin edildi. A. niger HBF 39’un en iyi
gelisimini ve enzim iiretimini gergeklestirdigi sicaklik 30 °C olarak belirlendi
(Sekil 4.3).
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Calismamizda 50 °C’de az da olsa enzim aktivitesi gozlendi. Fakat en iyi gelisim
ve enzim aktivitesi 30 °C de gozlendi. Bu durum mikroorganizmamizin mezofilik
bir mikroorganizma oldugunu gdstermektedir.

Sicaklik bir organizmanin bilylime miktarii tayin eden Onemli bir faktorddr.
Funguslarla yapilan ¢alismalarda gelisme sicakliginin 25-60 °C arasinda degistigi
belirtilmistir (Akbulut, 2014). Ancak, mezofilik mantarlarin optimum gelisme

sicakligr 25-30 °C arasindadir (Kasik, 2010).

N. rileyi MJ susundan lipaz tiretimi i¢in pH 8.0 degerinde ayarlanan besi ortamina
inokiile edilen sporlar ¢alkalamali inkiibatérde 150 rpm de 8 glin boyunca 25 °C
de gelisim gosterdigi saptanmustir (Spakdamrongkul vd., 2010).
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Sekil 4.3. Lipaz tiretimi iizerine sicakligin etkisi
4.3.3. Lipaz Uretimi Uzerine Baslangi¢c pH’simin Etkisi

A. niger HBF 39’un maksimum lipaz enzimi {irettigi baslangi¢ pH’sin1 belirlemek
icin, 500 mL’lik erlenlere farkli pH’larda (pH 2.0- 9.0) 100 mL lipaz Uretim
ortami eklenip,30°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda Kkiiltiirlerin kuru
agirliklari, ortamin pH’s1 ve lipaz aktiviteleri tayin edildi. A. niger HBF 39
fungusunun en iyi enzim tiretimini pH 5.5 deki kiiltiir ortaminda gergeklestirdigi
saptandi.
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Her mikroorganizmanin kendine uygun pH kosullar1 vardir. Mikroorganizmanin
bulundugu c¢evreye adaptasyonuna goére pH kosullart degismektedir. Uygun
olmayan pH kosullarinda, hiicre gegcirgenligi ve enzim aktiviteleri olumsuz
etkilenir, protein sentezi durur, hiicreler toksik maddelere kars1 daha duyarl hale
gelirler. A. niger HBF 39’un pH 2.0, 2.5, 3.0, 7.0, 7.5, 8.0 degerlerinde enzim
Uretimi neredeyse hi¢ gozlemlenmezken en yiksek enzim dretimi pH 5.5 de
gozlemlendi. pH 4.0 ve 4.5 degerlerinde enzim fiiretimi azalirken 5.0 degerinde
aniden enzim dretiminde artis goézlemlendi. pH 5.5 degerinden sonra iiretimde
belirgin bir sekilde azalma goriildii (Sekil 4.4).

Yapilan literatiir taramasinda funguslarin en iyi gelisim gosterdigi ve lipaz tirettigi
pH’nin 4.5 ile 9.5 arasinda degistigi bildirilmistir (Akbulut, 2014).

lonita ve arkadaglar1 yaptiklari ¢alismada ¢esitli fungus ve mayalarin {iretimi
Uzerine pH etkisini belirlemislerdir. Mayalar arasinda C. lipolytica ve H.anomala
en iyi Uretici olarak belirlenirken, funguslar arasinda A.oryzae ve A. niger en iyi
lipaz enzim tireticisi olarak belirlenmistir. C. lipolytica pH 5.0-6.5, H. anomala
ve R. nigricans pH 6.5-7.5, A.oryzae ve A. niger pH7.5-8.5 degerleri arasinda en
iyi lipaz Uretimi gergeklestirdikleri saptanmistir (lonita vd., 1997).
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Sekil 4.4. Lipaz enzimi {iretimi tizerine pH nin etkisi.
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4.3.4. Aspergillus niger HBF 39’un Biiyiime Kinetigi

A. niger HBF 39’un zamana bagl gelisimini ve en iyi lipaz iiretim zamanini
saptamak i¢in, optimum pH ve sicaklikta (5.5, 30 °C) 10 gun boyunca her gun
biyokiitle, pH ve enzim aktivitesi dl¢iimleri yapildi (Cizelge 4.1).

A. niger HBF 39 belirlenen optimum pH ve sicaklikta gelistirildiginde; hiicre
gelisimi 1. giinde en diisiik seviyede olup, siireye bagh olarak biyokiitle miktari
artmaya devam ettigi, 3. ve 4. giinler arasinda sabit bir degere ulagmistir.dérdiincii
glinden sonra zamana bagli olarak biyomasda diisme meydana geldi (Sekil 4.5).

Enzim aktivitesi 1. ve 2. giinde ¢ok diisiik seviyede olglilmiistiir. ii¢lincii glinde
enzim aktivitesi en yiiksek seviyeye ulagsmistir. dérdlincii giinden itibaren zamana
bagli olarak enzim aktivitesinde diisiis goriilmiistiir.

Baglangigta 5.5 olan pH, zamana bagl olarak azaldigi, 10 giinde pH 3.75’e kadar
distiigii girilmiigtir. pH i diismesi fungusun asidik iirlinler olusturdugunu
gostermektedir. Enzim (retiminin en yiiksek oldugu 3. giinde pH 4.5 olarak
Olglilmiistiir (Sekil 4.6).

lonita ve arkadaslarinin fungus ve mayalarla yaptiklar1 ¢aligmada, 30°C de ve 240
rpom’de mayalarin 1 gin iginde, funguslarin ise 2 gin iginde lipaz Uretimi
yaptiklari belirlenmistir (lonita vd., 1997).

Cizelge 4.1. Aspergillus niger HBF 39’ un biiylime kinetigi

A Volim aktivite . N
;‘J‘rkez}’z‘éyu";‘) (U/mL) X '?r'%’gmt_')e Final pH
(ORT. £S.H.)

1 18+4 a 0.11 5.10
2 165 + 25 a 0.27 4.93
3 8426 + 177 b 0.35 4.60
4 5816 + 208 c 0.38 5.12
5 4229 + 28 d 0.23 493
6 2868 + 8 e 0.21 453
7 2855 + 88 f 0.17 4,05
8 1209+ 9 g 0.15 3.96
9 409 £ 55 h 0.12 3.75
10 00 - 0.11 3.53
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Sekil 4.5. Aspergillus niger HBF39*un gelisime bagli hacimsel aktivite ve
biyokiitle degisimi.
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Sekil 4.6. Aspergillus niger HBF 39'un gelisime bagli pH ve biyokiitle degisimi.
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4.4. Lipaz Enziminin Saflagtirilmasi ve Molekiil Agirhgimin Tayini

Optimum kosullar saglanarak tiretilen kiiltiir ortamu stzilerek mikroorganizmadan
armndirild1 ve elde edilen kiiltiir ortann ham enzim kaynag: olarak kullamildr. Ilk
olarak iyon degisim kromatografisi yapilacag: i¢in besi ortamindan kaynaklanan
tuzlar1 uzaklastirmak tizere diyaliz isleminden gegirildi. Daha sonra sirasiyla
DEAE sefaroz CL-6B, Butyl sefaroz 4Fast Flow ve Q sefaroz Fast Flow kolonlart
kullanildi.

Diyalizat iyon degisim kromatografisi (DEAE sefaroz CL-6B) kolonuna
uygulandiginda proteinlerin bir kismi baglanmadan kolondan ¢ikt1 (Sekil 4.7). Bu
fraksiyonlarda ¢ok diisiik seviyede enzim aktivitesi saptandi. Bu durum lipazin
kolona baglandigin1 gosterdi. Bu nedenle kolona bagli proteinleri kolondan
uzaklagtirmak i¢in 0-1 M NaCl ile tuz gradienti uygulandiginda tekrar protein
cikigt gozlendi. Cok yiiksek enzim aktivitesi gosteren fraksiyonlar birlestirilerek
bir sonraki adim olan hidrofobik etkilesim kromatografisine uygulandi. Bu
saflagtirma sonucunda lipaz enzimi %41 verimle ve 1.5 kat saflastirild1 (Cizelge
4.2).

fyon degisim kromatografisinden elde edilen enzim &rnegine 2.5 M NaCl
eklenerek proteinlerin hidrofobik alanlarinin agiga ¢ikmasi saglandi. Daha sonra
bu ornek 2.5 M NaCl’li tamponla kararli hale getirilen hidrofobik etkilesim
kromatografi kolonuna (Butyl sefaroz 4Fast Flow) uygulandi. Kolon bu tuzlu
tamponla yikandiginda oldukga fazla miktarda protein ¢ikis1 gozlendi (Sekil 4.8).
Bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi ¢ok diisiik oldugu igin, enzimin kolona
baglandig1 disiiniilerek 2.5-0 M NaCl ile ters tuz gradienti uygulandi. Ancak
protein ¢ikisi olmasina ragmen enzim aktivitesi gradientin sonlarina dogru ¢ok
dusiik oranda gozlendi (Daha Onceki denemelerde bu asamadan sonra tuz
icermeyen tamponla kolon yikandiginda enzim ¢ikis1 gozlendi. Ancak ¢ok genis
bir fraksiyon aralifinda goézlendi. Bu durumda enzimimiz ¢ok fazla seyreltik
duruma geldi. Bu ylzden bu durumu engellemek igin kolona bagli enzimleri hizli
ve birkac fraksiyonda elde edebilecegimiz yontem olan %30’luk izopropanol ile
yikamaya karar verildi. Bu ayn1 zamanda bir kolon temizleme islemdir). Kolona
cok siki bagli proteinleri uzaklastirmak ic¢in %30’luk izopropanol ile kolon
yikandiginda tekrar protein ¢ikisi gozlendi. Bu fraksiyonlarda enzim aktivitesi
Olciildiigiinde ¢ok yiiksek aktivede goriildii. Bu fraksiyonlar birlestirildi. Tampon
ile bir gece diyaliz yapilarak izopropanol uzaklastirildi. Elde edilen diyalizat bir
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sonraki adim olan iyon degisim kromatografi kolonuna uygulandi. Bu saflagtirma
sonucunda lipaz enzimi %39 verimle ve 6.1 kat saflagtirild1 (Cizelge 4.2).

Hidrofobik etkilesim kromotaografisinden elde edilen diyalizat yine bir iyon
degisim kromatografi kolonuna (Q sefaroz Fast Flow kolon) uygulandi (bu
kolonun, DEAE sefaroz CL-6B kolonundan farki negatif yiiklii proteinleri daha
sitki baglamasidir). Kolona diyalizat uygulandiginda proteinlerin bir kism
baglanmadan kolondan ¢ikt1 (Sekil 4.9). Bu fraksiyonlarda ¢ok diisiik seviyede
enzim aktivitesi saptandi. Bu durum lipazin kolona baglandigin1 gdsterdi. Bu
nedenle kolona bagl proteinleri kolondan uzaklagtirmak i¢in 0-0.5 M NaCl ile tuz
gradienti yapildiginda tekrar protein ¢ikist gozlendi. Cok yiiksek enzim aktivitesi
gosteren fraksiyonlar birlestirilerek karakterizasyon calismalarinda kullanildi. Bu
saflagtirma sonucunda lipaz enzimi %35 verimle ve 18.5 kat saflagtirildi (Cizelge
4.2).

Saflastirma sonucunda saflagtirma adimlarini izlemek, enzimin goriintiilenmesini
saglamak, enzimin molekiil agirhigimi saptamak ve enzimin tek bir monomerden
mi yoksa birden fazla monomerden mi oldugunu saptamak i¢in, PAGE zimogram
ve SDS-PAGE vyapildi. PAGE zimogram ile enzimin goriintiilenmesi yapildi
(Sekil 4.10A). SDS-PAGE jelleri incelendiginde, saflastirma adimlari ilerledikge
protein bantlarimin gittikge azalarak, son adim olan Q sefaroz Fast Flow
kromatografisinde tek bir bantta gézlenmistir (Sekil 4.10B). Bu durum enzimin
saflagtigina ve tek bir monomer oldugunu gostermektedir. SDS-PAGE’de
yuritulen protein standartlarinin Rf degerleri ile molekiil agiliklar1 logaritmasi
almarak standart grafigi ¢izildi (Sekil 4.11). Bu grafigin denklemi y= -1.1064x +
5.2129, tamamlayicilik katsayist R*= 0.98 bulundu. Bu denklemden yararlanarak
lipazin molekiil agirlig1 yaklasik olarak 67.5 kDa olarak hesaplanda.

Bir¢ok aragtiric1 saflagtirma i¢in farkli kromatografik adimlar kullanarak lipaz
enzimini saflagtirmislardir. Bu saflastirma sonucunda fungal lipazlarin molekiil

agirliklarinin 20 kDa ile 81 kDa arasinda degistigi saptanmustir.

Pseudomonus fluorescens HU380 susundan elde edilen lipaz enzimini DEAE
sepharose kromotografisi ve Superdex-200HR kromotografisiyle
saflagtirmiglardir. Elde edilen enzimin saflastirma kat sayis1 24.3, molekiil agirlig
SDS-PAGE jel elektroforezi ile 64 kDa olarak belirlenmistir (Kojima vd., 2003).
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Yu ve arkadaslari Aspergillus niger F044 lipazi, 74 kat saflastirmiglardir.
Saflastirma adimlar1 olarak da amonyum sulfat c¢okturmesi, dializ, DEAE-
Sepharose, sephadex G-75 jel filtrasyonu kromatografisi yontemlerini
kullanmiglardir (Yu vd., 2007). Aspergillus niger MTCC 2594 susundan elde
edilen lipazin saflastirma isleminde hidrofobik etkilesim kolon kromotografisi
kullanilmistir. Molekiil agirligi 35 ve 37 kDa olan 2 monomerden olustugunu
saptanmustir (Kambevd., 2011).

Aspergillus carneus lipazt amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim
kolonu ile 24 kat saflikta %38 verimle elde etmislerdir. Molekil agirligi 27 kDa
saptanmistir (Saxena vd., 2003).

Mucor hiemalis f. hiemalis ekstraselliilar lipaz saflagtirmasinda ultafiltrasyon,
amonyum sulfat fraksiyonlamasi, Sephadex G75 kromotografisi, Q-Sepharose
iyon degisim kromotografisi ve Sephacryl S-200 kromotografisi kullanilanarak
2200 kat saflastirmislardir. Saflastirilmis enzimin SDS-PAGE ile molekdler
agirhigi 49 kDa olarak belirlenmistir (Hiol vd., 1999).

Cryptococcus sp. S-2 lipazi ultrafiltrasyon ve SP-5PW iyon degisim
kromotografisi ile 17.1 kat saflastirilmis ve SDS PAGE elekroforezi ile tek bant

oldugu ve molekul agirliginin 22 kDa oldugunu belirlemislerdir (Kamini vd.,
2000).

Rhizopus oryzae susunun ekstraselliler lipaz enzimi amonyun stlfat ¢oktirmesi,
stlforofil sepharose kromotografisi, sephadex G-75 jel filtrasyonu kromotografisi
ve silforofil sepharose kromotografisi ile 1200 kat saflastirilmis ve molekiler
agirhigim SDS-PAGE ile 32 kDa olarak belirlemislerdir (Hiol vd., 2000).

N.rileyi ekstraselliiler lipazi amonyum sulfat ¢okturmesi ve sefakril S-100 HR
kullanarak 23.9 kat saflikta ve 1.69 verimle saflagtirmiglardir. Enzim molekuler
agirhgini  SDS-PAGE  yontemiyle 81 kDa  olarak  belirlemislerdir
(Supakdamrongkul vd., 2010).

Talaromyces thermophilus fungusundan elde edilen alkali lipaz enziminin
saflagtirma isleminde sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon
kromotografisi ve iyon degisim kromotografisi kullanmiglardir. 39 kDa molekil
agirligina sahip lipaz enzimini saf olarak elde etmislerdir (Romdhane vd., 2010).
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Mucor hiemalis lipazi 12.63 kat saflastirarak %?27.7 verimle elde etmislerdir.
Saflagtirma basamaklar1 olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve jel
filtrasyon kolon kromotografisi kullanmiglardir. Enzimin molekiil agirhigim 46
kDa olarak bulunmustur (Ulker ve Karaoglu, 2012).
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Cizelge 4.2. Aspergillus niger HBF 39 lipazinin saflastirma adimlari

Total _ Spesifik .
. . Total Aktivite Total Protein . Saflastirma | Verim
Fraksiyonlar Hacim Aktivite
(U/mL) (mg/mL) katsayisi (%)
(mL) (U/mg)
Ham Enzim (Diyalizat) 225 407700 0.9 453000 1.0 100
DEAE sepharose CL-6B 96 167424 0.25 669669 15 41
Butyl sepharose 4 Fast Flow 71 157691 0.057 2766509 6.1 39
Q sepharose Fast Flow 36 142164 0.017 8362588 185 35

vS
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Sekil 4.10. (A) PAGE zimogram. (B) Saflastirma adimlarinin SDS-PAGE gorintileri. 1; Standart, 200 kDa miyozin, 116 kDa f
galaktozidaz, 97 kDa fosforilaz B, 66 kDa sigir albumini, 45 kDa yumurta albumini, 29 kDa karbonik anhidraz. 2
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Sekil 4.11. SDS-PAGE protein standart egrisi
4.5. Aspergillus niger HBF 39 Lipazimin Karakterizasyonu
4.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Ham lipaz enzimi {izerine sicakligin etkisine bakildi sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil
4.12 sunuldu. Enzim aktivitesi 5 °C’de en diisiik degerde olup, sicakligin kademeli
olarak yiikseltilmesiyle dogrusal bir sekilde artarak 35 °C’de maksimum seviyeye
ulastig1 belirlendi. Sicakligin daha iist seviyelere yiikseltilmesiyle, aktivitenin 45
°C’den sonra hizla distigii gorildii. Optimum sicaklik (35 °C) ile 40 °C
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 goriildii (p<0.05). Maksimum
enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde 20, 25, 30, 40, 45 ve 50 °C’lerde
enzim aktivite degisimi optimum aktivitenin sirasiyla %45, 50, 67, 95, 87 ve
46’sin1 gosterdigi saptandi.

Saf lipaz aktivitesi {lizerine sicakligin etkisinin sonuglar1 Cizelge 4.4 ve Sekil
4.13’de sunuldu. Enzim aktivitesi 5°C’de en diisiik degerde olup, sicakligin
kademeli olarak yukseltilmesiyle aktivitenin dogrusal bir sekilde artarak 30 °C’de
maksimum seviyeye ulastigt saptandi. Sicakliin daha {ist seviyelere
yukseltilmesiyle, 40 °C’den sonra aktivitenin hizla diistigii gorildii. Maksimum
enzim aktivitesi ile diger tiim sicakliklardaki enzim aktiviteleri arasindaki fark
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istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0.05). Maksimum enzim aktivitesi 100
olarak kabul edildiginde 0, 5, 10, 15, 20, 25, 35 ve 40 °C’lerde aktivite degisimi
optimum aktivitenin sirasiyla % 32, 38, 54, 59, 82, 92, 88 ve 83’ini gosterdigi
saptandi. Hem ham enzimin hem de saf enzimin ¢ok diisiik sicakliklarda aktivite
gostermesi, 6zellikle 0 °C bile ektive gostermesi, lipazin diistik sicakliklara adapte
olmus bir enzim oldugunu yani psikrofilik bir enzim oldugunu gostermektedir. Bu
sonuclara gore enzimin &zellikle endiistriyel alanlarda diistik sicaklik gerektiren
reaksiyonlarda, organik kimyada biyokatalizor olarak kullamim potansiyeli
bulundugunu soyleyebiliriz. Diisiik sicakliklarda aktivite gostermesi nedeniyle
deterjan  sanayisinde ve diger endlstriyel alanlarda enerji tasarrufu
saglayabilecegini diistiniiyoruz. Ancak enzimin yiksek sicakliklara (45 °C ve tst
sicakliklar) dayanikli olmadigi goriilmektedir. Bu durum sogukta aktive olan

enzimlerin genel 6zelligidir.

Fungal lipazlarla yapilan caligmalarda optimum sicaklik 30-65 °C arasinda
bulunmustur. A. oryzae lipazi 30 °C (Toida vd., 1995), A.niger NCIM 1207 lipaz1
45 °C (Mahadik vd., 2002), A. niger AN0512 lipazi 50 °C (Liu vd., 2015), A.
nidulans lipaz1 40 °C (Mayardomo vd., 2000) ve A. candidus URM lipaz1 65 °C
(Farias vd., 2015) bulunmustur.
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Sekil 4.12. Ham enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisi.
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Sekil 4. 13. Saf enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisi



Cizelge 4.3. Ham enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Vo'u(g;'}t'";'tg ﬁu)/ mL) | Kalan Aktivite %
5 2575 + 77 a 21
10 3528 + 67 b 29
15 3742 + 141 b 31
20 5483 + 104 c 45
25 6083 £ 153 c 50
30 8157 + 365 d 67
35 12013 + 487 e 100
40 11486 + 31 e 95
45 10505 + 543 f 87
50 5576 + 399 c 46
55 2801 + 136 a 23
60 1668 = 35 g 13
65 1001 = 80 h 8
70 554 + 18 hi 4
75 407 + 52 hj 3
80 0 ; 0

Cizelge 4.4. Saf enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Vo'u(g;'}t'";'tg ﬁu)/ mL) | Kalan Aktivite %
0 816 + 80 a 32
5 951 + 20 b 38
10 1357 <8 c 54
15 1484+ 48 d 59
20 2069 * 16 e 82
25 2312+ 26 f 92
30 2522+ 18 e 100
35 2213+ 18 g 88
40 2094 £ 75 h 83
45 752 + 30 a 30
50 406 + 8 g 16
55 276 + 12 : 11
60 168+ 35 j 7

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak
Onemlidir (p<0.05).
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4.5.2. Saf Enzim Stabilitesi Uzerine Sicaklik Etkisi

Enzim stabilitesi tizerine sicakligin etkisini belirlemek icin enzim 4, 20, 30 ve 40
°C sicakliklarda inkiibe edildi. Enzim ¢bzeltisinden belli zaman arahiklarinda
enzim aktivitesi Olgiilerek kontrol degerlerine gore kalan enzim aktivitesi % olarak
belirlendi.

A. niger lipaz1 4, 20, 30 ve 40 °C’lerde 2 saatlik inkiibasyonda bile %70 den fazla
aktiviteyi korudugu goriilmektedir (Cizelge 4.5, Sekil 4.14). 30 °C sicakliga kadar
sicakliklarda 24 saat boyunca %70’den fazla aktivite goOstermis olmasit bu
sicakliklarda oldukga stabil oldugunu gosteriyor. Enzim 40 °C de bile 24 saat
boyunca %40 dan fazla aktivite gOstermistir. Sicaklik stabilite deneyleri
sonucunda enzimin 40 °C ve altindaki sicakliklarda oldukca stabil olmasi, bu
enzimin bu sicaklik uygulamasi yapan endiistriyel islemlerde kullanilabilecegini
gostermektedir.

Termofilik Rhizopus oryzae lipazi ile yapilan stabilite denemelerinde 45 °C*de 30
dakika sonunda enzim aktivitesinin %65’ini korudugunu belirtilmistir (Hiol vd.,
2000). Pseudomonus fluorescens HU380 susundan elde edilen lipazin 30 °C de 24
saat silire ile stabilitesini korudugunu goézlemlemislerdir. 40 °C, pH 7.0
degerlerinde 0.1% Triton X-100 eklenerek 60 dakika boyunca stabilitesini
korumustur (Kojima vd., 2003). N.rileyi MJ lipazinin 15 ve 35 °C arasinda stabil
oldugunu gozlemlenmistir (Supakdamrongkul vd., 2010). A. candidus URM5611
lipaz1 30-65 °C arasinda stabil oldugunu bildirmislerdir (Farias vd., 2015). A. niger
ANO0512 lipazinin 60 °C de 20 saat sonra %50 aktivitesini korudugu bildirilmistir
(Liu vd., 2015). Aspergillus niger F044 lipazi 60 °C de 30 dk sonra orijinal
aktivitenin %98.7 sini korudugunu bildirilmistir (Shu vd., 2007).
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Cizelge 4.5. Saf enzim stabilitesi tizerine sicakligin etkisi

4°C 20°C 30°C 40 °C
Z;I:Il;m Volim aktivite Ka_la_n Volim aktivite Ka_la_n ;{(ct):\ljirtr; Kal_ar_1 Volim aktivite Kal_ar_l
(dK) (U/mL) X | Aktivite (U/mL) X | Aktivite (U/mL) x | Aktivit (U/mL) x | Aktivit
(ORT.+S.H.) % (ORT.+£S.H) % (ORT. + S.H) e % (ORT.+S.H.) e %
0 1287 + 13 A 100 1287 + 13 a 100 1287 +13 a 100 1287+ 13 a 100
30 1245 + 23 B 96 1260 £ 4 b 97 1284 +12 a 99 1126 + 10 b 87
60 12217 B 94 1166 £ 4 b 90 1203 +4 b 93 1056 + 4 b 82
120 1194 +9 B 92 1157 £ 7 b 89 1104 +3 b 85 936 + 13 b 72
180 1127 +£3 B 87 1116 £ 8 b 86 1065 + 13 b 82 882+ 14 b 68
240 1116 £3 B 86 1095+ 7 b 85 1010 £ 12 b 78 833+3 b 64
300 1096 + 11 B 85 1048 + 15 b 81 952+8 b 73 751+2 b 58
360 1094 £ 7 B 85 968 + 1 b 75 938+3 b 72 690 + 2 b 53
720 1087 £ 7 B 84 930+4 b 72 935+2 b 72 645 + 12 b 50
1440 1065 + 4 B 82 929+8 b 72 939+7 b 72 575+ 31 b 44

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S. H. : Standart hata.
x: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)

29
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4.5.3. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’> min Etkisi

Ham lipaz aktivitesi lizerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuglar Cizelge 4.6 ve Sekil
4.15°da gosterildi. Enzim pH 1.0 da hicbir aktivite géstermedi. Enzim aktivitesi
pH 1.5’de en diisiik degerde olup, pH’daki 0.5 birimlik artislarla beraber, aktivite
dogrusal bir sekilde artarak pH 7.5’de maksimum seviyeye ulastig1 ve pH’ nin daha
ust seviyelere yukseltilmesiyle, aktivitesinin hizla diistigii goriildii. Enzim, pH 8.5
ve Uzerinde aktivite gostermedi. Enzimin pH 7.5’daki maksimum aktivitesi ile
diger tim pH degerlerindeki aktiviteleri arasindaki fark istatistiksel olarak
Oonemlidir (p<0.05). Ancak, pH 4.5 ile 7.5 arasidaki pH’larda enzim enzim
optimum pH’in %50’sinden fazla aktivite gOstermistir. Maksimum enzim
aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 ve 8.0
degerlerinde baglangig¢ aktivitesinin sirasiyla %335, 53, 62, 69, 86, 89, 90 ve 58’ini
korudugu saptandi. Bu durum lipazin asidik pH’larda daha aktif oldugunu
gostermektedir.

Saflastirilmis lipaz aktivitesi lizerine pH’ nin etkisiyle ilgili sonuglar Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.16°de gosterildi. Enzim pH 1.0 ve 2.0 arasinda higbir aktivite gostermedi.
Enzim aktivitesi pH 2.5’de en diisiik degerde olup, pH’daki 0.5 birimlik artiglarla
beraber, aktivite dogrusal bir sekilde artarak pH 6.0’da maksimum seviyeye
ulastigt ve pH’nin daha iist seviyelere Yyukseltilmesiyle, aktivitesinin diistigi
goruldi. Enzim, pH 9.0 ve Uzerinde aktivite gostermedi. Enzimin pH 6.0’daki
maksimum enzim aktivitesi ile diger tiim pH degerlerindeki aktiviteleri arasindaki
fark istatistiksel olarak ©nemlidir (p<0.05). Ancak, pH 3.5 ile 6.0 arasidaki
pH’larda enzim enzim optimum pH’in %60’indan fazla aktivite gOstermistir.
Maksimum enzim aktivitesi 100 olarak kabul edildiginde pH 2.5, 3.0, 4.0, 4.5, 5.0,
5.5, 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 degerlerinde baslangi¢ aktivitesinin sirasiyla %30, 36, 62,
70, 83, 85, 93, 93, 59, 53 ve 46’si1 korudugu saptandi. Bu durum lipazin pH 7.0
ve altindaki asidik pH’larda daha aktif oldugunu gostermektedir. Bu sonuglardan
saflastirilan enzimin asidik kosullarda islem goren endiistriyel islemlerde
kullanilabilecegi goriilmektedir.

Bakteriyal lipazlar bazi istisnalar hari¢ genellikle nétral veya alkali pH’larda
optimum aktivite gosterirler. Ancak, bakteriler arasinda pH 4.0-11.0 arasinda
aktivite gosteren lipazlar mevcuttur. Fungal lipazlar genellikle pH 4.0-8.0 arasinda
optimum aktivite gostermekle birlikte hem daha asidik hemde daha bazik pH’larda
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aktivite mevcuttur (Sharma vd., 2011). A.niger NCIM 1207 lipazi pH 2.5
(Mahadik vd., 2002), A. candidus URM lipazi pH 2.5 (Farias vd., 2015),
Pseudomonus fluorescens HU380 lipaz1 pH 4.5 (Kojima vd., 2003), A. niger
ANO0512 lipaz1 pH 5.0 (Liu vd., 2015), A. nidulans lipaz1 pH 6.5 (Mayardomo vd.,
2000), Cryptococcus sp. S-2 lipaz1 pH 7.0 (Kamini vd., 2000), Mucor hiemalis
lipaz1 7.0 (Ulker ve Karaoglu, 2012), A. oryzae lipaz1 pH 7.0 (Toida vd., 1995), A.
japonicas lipaz1 pH 7.3 (Bharti vd., 2013), termofilik Rhizopus oryzae lipaz1 pH
7.5 (Hiol vd., 2000) ve N.rileyi MJ lipazinin ise optimum pH 8.0 olarak
belirlenmistir (Supakdamrongkul vd., 2010),
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Sekil 4.15. Ham enzim aktivitesi tizerine pH’1n etkisi.
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Sekil 4.16. Saf enzim aktivitesi lizerine pH'n etkisi.
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Cizelge 4.6. Ham enzim aktivitesi Uzerine pH’1n etkisi

pH VOIu(moglfrt.'\gtg_ |(_|U)/ mL) X Kalan Aktivite %
1.0 0+0 a 0
15 334 %2 b 6
2.0 434+ 5 b 7
2.5 714+ 9 b 12
3.0 787+ 10 b 13
3.5 1714 + 25 C 28
4.0 2101+ 31 d 35
4.5 3215+ 35 e 53
5.0 3755+ 40 e 62
5.5 4142+ 58 f 69
6.0 5203 + 65 g 86
6.5 5343 + 68 g 89
7.0 5436+ 68 g 90
7.5 6030+ 71 h 100
8.0 3488 + 39 e 58
8.5 694+ 6 b 12
9.0 100+1 a 2
9.5 0 - 0

Cizelge 4.7. Saf enzim aktivitesi lizerine pH'in etkisi

Volim aktivite (U/mL)

pH (ORT. + SH.) X Kalan Aktivite %
1.0 0+0 a 0
15 0+0 a 0
2.0 0+0 a 0
2.5 822 +11 b 30
3.0 1005 + 26 c 36
3.5 1721+ 6 d 62
4.0 1929 + 20 e 70
45 2284 + 17 f 83
5.0 23295 f 85
5.5 2567 + 61 g 93
6.0 2734 + 51 h 100
6.5 2568 + 34 g 93
7.0 1621 + 59 1 59
7.5 1449 + 34 i 53
8.0 1282.+ 38 j 46
8.5 294 + 21 k 10
9.0 35+3 a 1

ORT: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak

Onemlidir (p < 0.05).
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4.5.4. Saf Enzim Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim stabilitesi tlizerine pH’nin etkisiyle ilgili sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil
4.17’de gosterildi. Sonuglardan da goriilecegi gibi enzimin pH 3.0-9.0 arasinda 24
saatlik inkiibasyonda bile aktivitesinin % 83-99’unu korudugu goriilmektedir. Bu
durum enzimin genis bir pH stabilitesine sahip oldugunu gdstermektedir. Bu genis
pH stabilitesi enzimin g¢ok farkli alanlarda ve Ozellikle deterjan endiistrisinde
kullanim potansiyelinin oldugunu goéstermektedir.

Aspergillus carneus lipazinin optimum pH degeri 9.0 olarak belirlenmistir. A.
carneus lipazinin pH 8.0 ve 10.0 degerleri arasinda stabil oldugunu belirlenmistir
(Saxena vd., 2003). Cryptococcus sp. S-2 lipaz enziminin pH 9.0 da %52.9
aktivite goOzlemlenmistir. Enzim pH 5.0- 9.0 arasinda stabil oldugunu
gozlemlenmistir (Kamini vd., 2000). Termofilik Rhizopus oryzae lipaz pH 4.5 ve
7.5 arasindaki aktivitesinin stabil oldugunu, pH 3.5-8.5 arasinda 12 saat sonra %80
aktivitesini korudugu ve pH 8.5 iizerinde ise %50 aktivitesini korudugunu
bildirmiglerdir (Hiol vd., 2000). A.niger NCIM 1207 lipaz enziminin yiiksek
asidik pH degerlerinde enzim aktivitesinin %75’ini korudugu goézlemlemislerdir
(Mahadik vd., 2002). A. candidus URM lipazi pH 2.5-9.0 arasinda 3 saat sonunda
aktivitesinin %65’ini korudugunu (Farias vd., 2015), A. niger AN0512 lipaz1 pH
3.0 da 20 saat sonra aktivitesinin %90 nin1 korudugunu (Liu vd., 2015), A. oryzae
lipazt pH 6.0-9.0 arasinda 25 °C de 18 saat, pH 7.0 da 30 °C de 3 saat stabil
oldugunu (Toida vd., 1995) ve Aspergillus niger F044 lipaz1 pH 2.0-9.0 arasinda
4 saat icinde oldukga stabil oldugunu (Shu vd., 2007) bildirmislerdir. Literatiir
verileri ile kiyaslandiginda bu c¢alismaya konu olan lipaz enziminin pH
stabilitesinin ¢ok daha iyi oldugunu sdyleyebiliriz.
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Cizelge 4.8. Saf enzim stabilitesi tizerine pH etkisi

ink pH 3.0 pH 4.0 pH 5.0 pH 6.0
zama‘nl VoIULr}} aIEtivite Alf(z;_la_r; VOIUS} akLtivite Kalan VoIUlT/ akLtivite Kalan VOIUS} akLtivite Kalan
m X Ivite m X .. m X . m X .
(dk) (OI(?T. x S).H.) % (OR(T. x S).H.) Aktivite % (OF(eT. x S).H.) Aktivite % (OR(’T. x S).H.) Aktivite %
0 1289 +3 a 100 1289 +£3 a 100 1289 +3 a 100 1289 +3 a 100
60 1190 £11 b 92 1265 £3 b 98 1271 6 a 98 1280 1 a 99
360 1195 +4 b 92 1253 +1 b 97 1247 +6 b 96 1266 +3 b 98
720 1167 +2 b 90 1244 10 b 96 1204 +12 b 93 1261 +1 b 97
1440 1164 +7 b 90 1229 +6 b 95 1188 £15 b 92 1245 £5 b 96
pH 7.0 pH 8.0 pH 9.0
Inkiibasyon Volim aktivite Kalan Volim aktivite Kalan Volum aktivite Kalan
zaman (dk) (U/mL) X | Aktivite (U/mL) X | Aktivite % (U/mL) X Aktivite %
(ORT.+S.H) % (ORT.£S.H) (ORT.+S.H)
0 1289 +3 a 100 1289 +3 a 100 1289 +3 A 100
60 1248 +4 b 96 1182 16 b 91 1167 +21 B 90
360 1232 +1 b 95 1158 16 b 89 1146 +0 B 88
720 1234 +3 b 95 1144 +1 b 88 1124 +4 B 87
1440 1181 +7 b 91 1093 £21 b 84 1079 =7 B 83

ORT: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.

X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
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45,5, Saf Enzim Aktivitesi Uzerine inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Zaman, enzim aktivitesinin 6l¢tlmesinde énemli bir faktérdir. Clnki reaksiyon
hiz1 belirli bir zamanda {iretilen tiriin miktar ile belirlenir. Aktivite tayininin dogru
tespiti igin, olusan iiriiniin linear oldugu bir noktada enzim aktivitesinin tayininin
yapilmast gerekmektedir. Enzim ve substrat farkli zaman araliklarinda
inkiibasyona birakildiklarinda ilk 20 dakikada enzim aktivitesi zamana bagh
olarak dogrusal artmaktadir (Cizelge 4.9 ve Sekil 4.18). Ancak inkiibasyon
zamaninin artigl ile enzim aktivitesi dogrusalliktan sapmaktadir. Bu nedenle
standart enzim aktivite deneyleri 20 dakikalik inkiibasyonlarda yapildi.

Cizelge 4.9. Saf enzim aktivitesi Uzerine inkiibasyon stiresinin etkisi

Zaman (dk) Volu(rgglfliu\fga |(_|U)/ mL.) X
5 3068 + 282 a
10 6901 + 549 b
15 9329 + 223 c
20 10974 + 38 d
25 11979 £ 215 e
30 13179 £ 156 f
35 13562 + 270 f
40 14069 £ 185 f
45 13624 £ 54 f
50 13998 + 146 f
55 13722 + 564 f
60 13340 £ 55 f

ORT.: Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.18. Saf enzim aktivitesi Uzerine inklbasyon siresinin etkisi.
4.5.6. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun EtKisi

Enzim aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisi sabit inkibasyon
stiresinde, optimum sicaklik ve pH’da (30 °C ve pH 6.0) farkli konsantrasyonlarda
(50-1000 uM) pNPL kullanarak standart deney kosullarinda enzim aktivitesi
Olculerek belirlendi (Cizelge 4. 10).

Substrat konsantrasyonunun 50 pM’dan 1000 pM’a kadar belli bir oranda
artirlmasi ile enzim aktivitesinin de kademeli olarak arttigi goriildii. Substrat
konsantrasyonuna karst enzim aktivite grafigi cizildiginde enzimin Michaelis-
Menten kinetigi izledigi gorilmektedir (Sekil 4.19). Lipazin maksimum hizin
(Vmax) Ve Michaelis-Menten sabitesini (K, saptamak i¢in, 1/V’ye kars1 1/[S]
olarak Lineweaver- Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-
Burk grafigi, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak cizildi (Sekil 4.20). Bu grafigin dogru
denklemi , y = 0.3547x + 0.0072 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise 0.99
bulundu. Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0.0072
degerini verdiginden, V. degeri 139 U/mL olarak hesaplandi. Dogrunun yatay
ekseni kestigi nokta ise, -1/Km = -0.0203 degerinde olup, K, degeri 49 uM olarak
bulundu.

A. niger HBB 39 lipazi ile yaptigimiz calismada Km degeri daha dnce yapilan
calismalarda elde edilen Km degerlerinden ¢ok daha diisiik bulunmustur. Bu
durum enzimin bu substrata karsi spesifitesinin digerlerine gore daha yiiksek
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oldugunu gostermektedir. Substrat olarak pNPL kullanildiginda, Bacillus sp.
lipazinin 62.89 uM ve 833.33 U/mL (Bakir Ateslier ve Metin, 2006), Thermus
thermophilus lipazinin 1 mM ve 0.044 uM/min/mL (Kretza vd., 2012), Bacillus
sp. J33 lipazinin 2.5 mM ve 0.4 uM/min/mL (Navani ve Kaur, 2000), Bacillus sp.
lipazinin Km ve Vmax 0.5 mM ve 0.139 uM/min/mL (Nawani vd., 2006), Bacillus
sp. lipazinin 0.19 mM ve 0.032 uM/min/mL (Nawani ve Kaur, 2007), Rhizopus sp
lipazinin 2.4 mM/L and a Vmax value of 277.8 U/mL (Koblitz ve Pastore, 2006),
Yarrowia lipolytica lipazinin 0.234 mM ve 0.033 pM/min/mL ve Rhodotorula
glutinis lipazinin Km degeri ise 0.7 mM olarak bildirilmistir (Hatzinikolaou vd.,
1999) olarak bulmuglardir.

Cizelge 4.10. Saf enzim aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat Volum aktivite (U/mL)
Konsantrasyonu
25 0.71
26.32 1.96
27.78 3.56
29.41 7.51
31.25 10.89
33.33 13.38
35.71 18.23
38.46 22.45
41.67 28.99
45.55 33.26
50 29.26
55.55 47.80
62.5 54.52
71.43 69.01
83.33 83.38
100 9769
166.66 108.59
250 118.86
500 121.53
1000 130.95
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Sekil 4.19. A. niger HBF 39 lipaz aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun
etkisi (Michaelis-Menten Grafigi)
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Sekil 4.20. A. niger HBF 39 lipaz aktivitesi Uzerine substrat konsantrasyonunun
etkisi (Lineweaver-Burk Grafigi)
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4.5.7. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine Metal iyonlar1 ve EDTA’nin Etkisi

Enzim aktivitesine kars1 metal iyonlarinin etkisini incelemek i¢in enzim 1 mM, 5
mM ve 10 mM final konsantrasyonlarinda AICl;, BaCl,, CaCl,, CoCl,, CuCl,,
FeCl;, KCI, LiCl, MgCl,, MnCl,, NaCl, NH,CI, NiCl,, PbCl,, ZnCl,,
Na,OsSe,HgCl, ve EDTA igeren deney ortamlarinda 30°C’lik su banyosunda 20
dakika inkiibe edildi ve aktivite tayini yapildi. Metal iyonlar1 ve EDTA icermeyen
deney ortami kontrol olarak kabul edilip, ayni kosullarda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda deney gruplarmin kontrole gére aktivite degisimleri % deger
olarak belirlendi. Sonuglar Cizelge 4. 11 ve Sekil 4.21 sunuldu.

A. niger HBB 39 lipaz: iizerine metal iyonlarmm etkisine bakildiginda Pb*?, Hg™
ve Fe*? denenen tiim konsantrasyonlarda inhibisyon neden olmustur. Kambourova
ve arkadaglarmin bildirdigine goére metaller tarafindan inhibisyonla ilgili olarak,
Lee ve Rhee (1993) iki mekanizma ileri siirmiislerdir; ya katalitik bolge direk
olarak inhibisyona ugruyor olabilir ya da metal iyonlar1 aciga ¢ikan yag asitleri ile
kompleks olusturarak onlarmn ¢oziiniirliiklerini ve ara ylizeydeki davraniglarim
degistirerek bu inhibisyona yol agiyor olabilirler. Literatlr bilgilerine gore genel
olarak Pb*?, Hg** ve Fe®* lipazlar tizerine inhibisyon etkisi gosterdigi bildirilmistir
(Toida vd., 1995; Verma vd., 2012; Yadav vd., 1998; Koblitz ve Pastore, 2006;
Hiol vd., 2000). AI**, Zn*, Mn**, Ca®* ve Cu®* denenen tiim konsantrasyonlarda
lipaz aktivitesinde kismi bir inhibisyon gdzlenmistir. Ca*" iyonlar1 bircok lipaz
Uzerine aktive edici etki yaparken, A. niger HBB 39 lipaz1 iizerine kismi bir
inhibisyona neden olmustur. NH,", Co?*, Se* ve Mg** 1 mM konsantrasyonlar
enzim aktivitesinde 6nemli bir degisime neden olmazken, 5 mM konsantrasyonda
NH," kismi bir aktivite artisina, Co**ve Se** kismi inhibisyona neden olmustur.

Ba®*, K*, Na', Li* ve Ni* 1 mM konsantrasyonda lipaz aktivitesinde kismi bir
artisa neden olmus, sadece Ni*? 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda kismi bir
inhibisyon gozlenmistir. Bu iyonlarin ya enzimin yapisinda bulunan negatif yiikli
yan zincirlere sahip amino asitlere baglanip enzimin konformasyonunu
degistirerek yapisini stabilize ettigi; yada substrata baglanarak reaksiyon i¢in onun
dogru yonelimini sagladigi diistiniilmektedir.

EDTA 1 mM konsantrasyonda enzim aktivitesinde onemli bir degisime neden
olmazken, 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda aktivitenin sirastyla %73 ve 71’ini
korudugu goriilmektedir. Enzimin EDTA tarafindan inhibe edilmemesi aktivitesi
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icin bir metal iyonuna ihtiyaci olmadigin1 yani metalloenzim olmadigim
gostermektedir. Benzer olarak Aspergillus carneus (Saxena et al., 2003b),
Yarrowia lipolytica (Yu et al., 2007)’dan elde edilen lipazlarin da EDTA
tarafindan inhibe olmadiklar: bildirilmistir.

Aspergillus terreus lipazi Mg** ve Ca® iyonlan tarafindan aktive olurken, Co?,
Cu®, Ni** ve Fe*" inhibisyona neden oldugu ve EDTA’mn hicbir etki yapmadim
saptanmustir (Yadav vd.,1998). Aspergillus nidulans lipazimn Cu®*, Ni**, Ca** ve
Mg? ile kuvvetle inhibe olurken, Ag* ve Na* kismen inhibisyona neden olmus,
ancak K* aktiviteyi etkilemedigini saptanuglardir (Mayordoma vd., 2000)
A.carneus lipaz enzimi Mg®*, Na* ve NH," iyonlar aktiviteyi arttirdigi ve metal
selatlayici ajanlarin herhangi bir etki gOstermedigi bildirilmistir (Saxena vd.,
2003).

Rhizopus oryzae lipazi Fe**, Cu*, Hg*" and Fe®* metal iyonlar ile kuvvetli bir
sekilde inhibe oldugunu bildirmislerdir (Hiol vd., 2000). Pseudomonus fluorescens
HU380 mikroorganizmasindan saflastirilan lipaz enziminin Co®, Ni**, Fe**, Fe*
metal iyonlar: tarafindan inhibe edildigini gézlemlenmistir. Ca** iyonu ve EDTA
tarafindan ise aktivite edildigini belirlemislerdir (Kojima ve Shimizu, 2003).
Cryptococcus sp. S-2 lipazinin enzim aktivite tizerine 1 mM Hg”* ve Cu*" enzim
aktivitesini inhibe ettigini ve EDTA hi¢ etki yapmadigin1 enzim metalloenzim
olmadigini ileri siirmiislerdir (Kamini vd., 2000). N.rileyi MJ lipazimin Na*, NH,"
ve EDTA’nin enzim aktivitesini artirdigi ve Co**, Cu*" iyonlar: yilksek inhibisyon
gosterdigini  belirlemislerdir (Supakdamrongkul wvd., 2010). Mucor hiemalis
lipazint Na*, K*, Hg?* ve Cr® iyonlarinin inhibe ettigi, Mn?* iyonunun ise aktive
ettigini gdzlemlenmistir (Ulker ve Karaoglu, 2012).
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Cizelge 4.11. A.niger HBF 39 lipaz aktivitesi lizerine metal iyonlar1 ve EDTA'nin etkisi

1 mM 5mM 10 mM
Metal Volim aktivite Kalan Volim aktivite Kalan Vollim aktivite Kalan
iyonlar1 (U/mL) X | Aktivite (U/mL) X | Aktivite (U/mL) X | Aktivite
(ORT.£S.H) % (ORT.£S.H) % (ORT.+S.H)) %
Kontrol 1923+ 9 a 100 1923 +9 a 100 1923 +9 a 100
PbCl, 491 +11 b 25 136 +8 b 7 61 +13 b 3
HgCl, 566 *+ 4 b 29 327+6 b 17 160 +20 b 8
FeCl; 765 + 101 b 39 662 + 24 b 34 170 £5 b 8
AlCl; 1104 + 11 b 57 685 + 10 b 35 1052 +780 b 54
MnCl, 1165+ 7 b 60 11495 b 59 1098 +5 b 57
ZnCl, 1389 + 29 b 72 562+ 7 b 29 461 +18 b 23
CaCl, 1451 + 14 b 75 1434+ 6 b 74 1411 +#3 b 73
CuCl, 1731+9 b 90 875+3 b 45 534 +6 b 27
NH,CI 1904 + 42 a 98 2185+ 6 b 113 1994 +9 b 103
CoCl, 1941+ 6 a 100 771+ 17 b 40 835 +4 b 43
Na,0O;Se 1929 + 10 a 100 1618+ 6 b 84 1614 +5 b 83
MgCl, 1959 + 3 a 101 1950 + 33 a 101 1466 +6 b 76
BaCl, 2031 +9 b 105 1708 + 12 b 88 1414 +2 b 73
KCI 2073 + 32 b 107 1889 + 4 a 98 1598 +14 b 83
NaCl 2169 + 6 b 112 2033 +2 b 105 1931 +4 a 100
LiCl 2229 + 41 b 115 2134 +13 b 110 1923 +17 a 100
NiCl, 2322 +15 b 120 992 +8 b 51 554 +10 b 28
EDTA 1990+ 5 a 103 1405 + 8 b 73 1382 15 b 71

LL
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4.5.8. Saf Enzim Aktivitesi Uzerine inhibitorler ve Denatiirantlarin Etkisi

Enzim aktivitesi Ozerine inhibitorlerin etkisi ile ilgili sonuclar Cizelge 4.12 ve
Sekil 4. 22 de sunulmustur. Denenen tiim inhibitor ve protein denatiiranlar1 A.
niger HBF 39 lipazinin aktivitesinde kontrole gore istatistiksel olarak az veya gok
inhibisyona neden oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore lipazin triptofan
inhibitorl olan NBS, SH-grubu ve disulfit grubu (-S-S-) inhibitérii olan ve ayni
zamanda antioksidan olan DTT, sistein spesifik inhibitort ve stlfidril oksidasyon
ajani olan DNTB, serin spesifik inhibitori olan PMSF, karboksil grubu inhibitori
olan CMC ve SH-grubu (sulfidril grubu) inhibitori olan B-merkaptoetanol
tarafindan inhibe olmasi bu enzimin aktif merkezinde triptofan, sistein, serin ve
karboksil grubu olan (glutamik asit ve aspartik asit) amino asitlerin kataliz
isleminde sorumlu oldugu soyleyebiliriz. Ayrica enzimin yapisinda bulunan SH-
grubu ve disilfit (-S-S-) gruplarinin stabilizasyonda 6nemli oldugunu
diisinmekteyiz. Protein denaturanti olan (re ve SDS’nin A. niger HBF 39
lipazinda aktivitede azalmaya neden olmasi, bu enzim i¢in denatiirant ajanlar

oldugunu sdyleyebiliriz.

Yapilan literatiir arastirmalarinda inhibitér ve denatiirantlarin lipaz {izerine
etkisinin ¢ok farkli olabilecegi goriilmiistiir. A.carneus lipaz aktivitesi izerine p-
merkaptoetanol, DTT ve DTNB etki gostermezken, NBS ve PMSF inhibisyona
neden olmuslardir. Bu sonuglardan enzimin katalizinde serin ve triptofan oldugunu
ileri stirmiiglerdir (Saxena vd., 2003). Yarrowia lipolytica lipazinin (Yu vd., 2007)
SDS, A. niger ANO0512 lipazinin -merkaptoetanol, PMSF ve SDS (Liu vd., 2015)
tarafindan inhibe olduklari bildirilmistir. A. terreus lipazi ise f-merkaptoetanolden
etkilenmezken, SDS tarafindan denatiire olmustur (Yadav vd., 1998). N.rileyi MJ
lipazinin ~ DTT, PMSF ve pB-merkaptoetanol tarafindan yiiksek inhibisyon
ugradigini belirlenmistir (Supakdamrongkul vd., 2010).
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etkisi
Cizelge 4.12. A. niger HBF 39 lipaz aktivitesi (zerine inhibitorler ve
denatiirantlarin etkisi
1Mm 5 mM
inhibitérler Volum aktivite Ka_la_n Volum aktivite Ka_la_n
(U/mL) X | Aktivite (U/mL) x | Aktivite
(ORT.+S.H) % (ORT.+S.H) %
Kontrol 1784 + 28 A 100 1784 + 28 a 100
NBS 0+0 B 0 00 b 0
DTT 825+ 11 B 46 19+4 b 1
SDS 5201 B 29 345+ 18 b 19
URE 610+ 18 B 34 1165+ 22 b 65
DTNB 867 12 B 48 409 + 82 b 22
PMSF 1100 + 12 B 61 473 +3 b 26
CMC 1124 +7 B 62 1063 + 23 b 59
B-Merkaptoetanol 1271+ 31 B 71 910 + 34 b 51

4.5.9. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin yapay substratlara (p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil butirat, p-nitrofenil
kaprilat, p-nitrofenil kaprat, p-nitrofenil laurat, p-nitrofenil palmitat) kars:
spesifitesi spektrofotometrik olarak standart kosullarda tayin edilmistir. Substrat
olarak pNPL kullanildiginda elde edilen aktivite degeri 100 olarak kabul edilmis
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ve diger substratlarin pNPL’a gore % aktiviteleri hesaplanmigtir. Sonuglar Sekil 4.
23 ve Cizelge 4.13 de sunulmustur.

Lipazin yapay substratlar karsisinda da genis bir substrat spesifitesine sahip
oldugu goriilmiistiir. En diisiik enzim aktivitesi genellikle esterazlarin tercih ettigi
bir substrat olan pNPA (%23) kullanildiginda saptanmustir. Enzim en yiiksek
aktiviteyi p-nitrofenil kaprilat karsisinda gostermistir (%180). p-nitrofenil
kaprilattan sonra en yiiksek aktiviteyi sirasiyla p-nitrofenil kaprat (%140), p-
nitrofenil batirat (%109) ve p-nitrofenil laurat (%100) gostermistir. Bu sonuclar
enzimin orta zincir uzunlugundaki yag asiti esterlerini tercih ettigini
gostermektedir. Bu durum lipazlarin genel karakteristik 6zelligi ile ortiigmektedir.
Calismamiza benzer sekilde Streptomyces rimosus (Abrami¢ vd., 1999) ve
Pseudomonas fluorescens JCM5963 (Zhang vd., 2009) lipazlarinin da en yiiksek
aktivitesini p-nitrofenil kaprilat (C8) karsisinda gosterdigi  bildirilmistir.
Calismamiza benzer sekilde Anoxybacillus flavithermus HBB 134 (Ateslier
Z.B.B., 2009) lipazinin en diisiik enzim aktivitesi pNPA (% 18) kullanildiginda
saptanmistir. Enzim en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil kaprilat karsisinda gosterdigi
bildirilmistir (% 270).

A.carneus lipazinin enzim aktivitesi Uzerine substrat spesifite denemesinde en
yuksek aktivite p-nitrofenol laurat substrati ile gézlemlenmistir. Sonrasinda en
yiksekten en diisiige dogru aktivite siralamasinda p-nitrofenil miristat, p-
nitrofenil palmitat, p-nitrofenil kaprat, p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil stearat ve en
az aktivitesi ise o- nitrofenil palmitat substrati ile 6lglilmiistiir (Saxena vd., 2003).
N.rileyi MJ lipazinin p-nitrofenil laurat, p-nitrofenil palmitat ve p-nitrofenil kaprat
ile yapilan substrat spesifitesi calismasinda p-nitrofenil kaprat substrat olarak
kullaniminda, p-nitrofenil palmitata gére 10 kat daha yiiksek aktivitede oldugunu
gozlemlemislerdir (Supakdamrongkul vd., 2010).

Cohnella sp. A01 bakterisinden elde edilen lipaz enzimi (izerine substrat spesifitesi
denemelerinde en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil bitirat ile gbzlemlenmistir.
Sirasiyla diger yiiksekten diisiige dogru aktivite p-nitrofenil stereat, p-nitrofenil
palmitat, p-nitrofenil hekzonat ile Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar 1siginda lipaz
enziminin uzun ve kisa zincirli yag asitlerinde yiiksek aktivite gosterdigini fakat
orta uzunluktaki yag asidi zincirleri tasiyan substratlarla diisiik aktivite
gosterdigini bildirmislerdir (Golaki vd., 2015).



140 +

120 A

Relatif Aktivite (%)

100 A
80 -
60
40 A
20 1 l .

pNPA pNPB pNPC pNPC pNPL
(c2) (C4) (C8) (C10) (C12)

Substratlar

pNPP
(C16)

Sekil 4.23. Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi.

Cizelge 4.13. Enzimin substrat spesifitesinin etkisi

Voliim aktivite Kalan
Substrat (U/mL) X Aktivite

(ORT.+S.H.) %
pNP asetat (C2) 328+7 a 23
pNP butirat (C4) 1543+92 b 109
pNP kaprilat (C8) 253866 b 180
pNP kaprat (C10) 1980461 b 140
PNP laurat (C12) 140727 b 100
pNP palmitat (C16) 215 +4 a 15

4.5.10. p-Nitrofenol’iin Molar Absorbans Katsayisi
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Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’nin etkisi incelenmeden &nce p-

nitrofenoliin farkli pH’lardaki molar absorbans katsayilar1 belirlenmistir. Bunun
icin p-nitrofenolin pH 5,00-9.0 arasindaki tamponlarda 0,01-0,05 M arasi
¢ozeltileri hazirlanmis ve 410 nm’de absorbanslart okunmustur. Daha sonra

absorbansa karsi konsantrasyon grafigi cizilerek grafigin egiminden molar

absorbans katsayilar1 belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.14. pNP’ iin farkli pH’lardaki molarabsorbans katsayilari

pH MolarAbsorbans
Katsayisi
(mM*ecm™)
5,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 0.28
5,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 0.89
6,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 1.87
6,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 1.89
7,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 13.28
7,50 (Tris-HCI) 19.32
8,00 (Tris-HCI) 17.92
8,50 (Tris-HCI) 18.46
9,00 (Glisin-NaOH) 18.81
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5. SONUC

Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimi
Mikrobiyoloji fungus stoklarimda bulunan, lipaz iirettigi belirlenmis olan
Aspergillus sp. susu, enzim tiretimi igin secildi. Morfolojik olarak A. niger HBF 39
olarak teshis edilen susun ITS gen bolgesinin dizi analizi yapilarak
www.pubmed.com adresinde yer alan veritabaninda kayitl ve tiir tanis1 yapilmig
olan funguslar ile karsilagtirilldi. Kargilagtirilan dizler arasinda en yiiksek
benzerligin (% 99) Aspergillus niger ile oldugu saptandi. A. niger HBF 39
izolatinin Genbank kayit numaras1 KJ530988 dir.

A. niger HBF 39 fungusunun lipaz iretimi icin, kiiltiir kosullar1 optimize
edildiginde en iyi lipaz iiretiminin pH’s1 5.5, sicakligin 30 °C ve 3. giin (lag fazi)
oldugu saptandi.

Optimum kosullarinda iiretilen A. niger HBF 39 kdiltiir ortamu siiziildiikten sonra
elde edilen ham ekstrakt sirasiyla, diyaliz, iyon degisim kromatografisi, hidrofobik
etkilesim ve ikinci iyon degisim kromatografisi islemlerinden gegirilerek %351k
geri kazanimla 18.5 kat saflagtirildi.

Saflastirma basamaklarinda elde edilen fraksiyonlar SDS-PAGE yapildiginda
enzimin saflastigl, monomerik yapida oldugu ve molekiil agirliginin 67.5 kDa
oldugu saptandi.

Saflagtirllmis enzimin pH 6.0 ve 30 °C maksimum aktivite gosterdigi, genis
sicaklik ve pH araliginda stabil oldugu saptandi. Ozellikle diisiik sicakliklarda
aktivite gostermesi enzimin soguga adapte olmus, psikrofil bir enzim oldugun
gostermektedir.

Enzimin substrati olarak pNPL (pNP- laurat) i¢in Km degeri 49 uM ve Vmax
degeri 139 U/ mL olarak hesaplandi.

Lipaz aktivitesi, Ba**, Li*, Na* ve K* katyonlari tarafindan aktive olurken Fe**,
Pb**, Hg®* katyonlar: tarafindan inhibe olmustur.

NBS, DTT, DNTB, PMSF, CMC ve B-merkaptoetanol tarafindan inhibe olmasi
bu enzimin aktif merkezinde triptofan, sistein, serin ve karboksil grubu olan amino
asitlerin kataliz igleminde sorumlu oldugu soyleyebiliriz.
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Lipaz enziminin genis bir substrat spesifikligine sahip oldugu ve orta uzun zincirli
yag asit esterleri i¢in spesifik oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar da g6z 6niine alindiginda enzimin endustriyel potansiyelinin oldukca
yiiksek oldugunu ve enzimin O&zelliklerine uygun bir¢cok endiistriyel islemde
kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

Ileriki dénemlerde bu lipazin gercek substratlarina kars: spesifitesi ve pozisyon
spesifitesi gibi karakterizasyon c¢aligmalarina devam edilmesi diisliniilmektedir.
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