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Bu calismada Aydin ili ve gevresindeki ¢esitli sicak su kaynaklarindan izole edilerek
Adnan Menderes Universitesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir Stok’larinda kayitli bulunan
201 adet termofilik bakteri izolatinin 43 tanesinin lipolitik aktivite agisindan pozitif
sonug verdigi ve bunlardan 22 tanesinin de lipaz aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.
Secilen 22 izolat LB broth ortaminda gelistirilerek kantitatif lipaz aktiviteleri
belirlenmis ve HBB 134 19,925 U/mL ile en iyi aktivite gosteren izolat olarak
secilmistir. HBB 134 izolatinin 16S rRNA dizi analizi sonucu en yiiksek benzerlik
orani (% 99) Anoxybacillus flavithermus ile saptanmigtir. HBB 134 susu en iyi enzim
tiretimini karbon kaynagi olarak % 0,5’lik zeytin yag1, azot kaynagi olarak % 0,5’lik
pepton iceren enzim iiretim ortaminda pH 6,50’de ve 45°C’de gergeklestirmistir.
HBB 134 izolati optimum kosullarda gelistirildiginde enzim iretimi logaritmik
evrenin baslarinda baglamis ve ortasinda (12. saat) maksimuma ulagsmistir. Enzimin
biiyiikk oranda hiicre i¢inde oldugu saptanmistir. HBB 134 izolatindan elde edilen
lipaz sirasiyla amonyum siilfat c¢oktiirmesi, diyaliz, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi yontemleri ile 7,4 kat saflagtirilmistir.
Enzimin molekiil agirligi SDS-PAGE yontemi ile yaklastk 64 kDa olarak
bulunmustur. Enzimin en yiiksek aktivitesini pH 9,00’da ve 50°C’de gosterdigi
belirlenmistir. Enzimin pH 6,00-11,00 arasinda genis bir pH aralifinda 24 saat
boyunca stabilitesini korudugu saptanmistir. Enzim 25, 40 ve 50°C’de 24 saat
sonunda aktivitesinin sirasiyla % 100, 92 ve 85’ini korumustur. Enzimin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 83,47 uM ve 500 U/mg olarak bulunmustur. Gliserol,
sorbitol ve mannitoliin enzimin sicaklik stabilitesini artirdigi saptanmistir. Enzim
aseton (% 10), etilasetat (% 10) ve dietileter (% 10, 50) karsisinda stabilitesini
korumustur. Enzim triptofan inhibitorii olan NBS ve serin inhibitorii olan PMSF
tarafindan inhibe edilmistir. Hg™?, Fe*®, Pb*2, AI*® ve Zn*? enzimi kuvvetle inhibe
ederken Li", Na*, K" ve NH," hafif bir aktivasyona yol agmistir. Enzim sodyum
deoksikolat, sodyum taurokolat, n-oktil-B-D-glukopiranozit ve CHAPS karsisinda
aktivite ve stabilitesinin en azindan % 60’dan fazlasin1 korumustur. Triton X-100 ise
% 1°lik konsantrasyonda enzim aktivitesini % 34 oraninda artirmistir. Lipazin genis
bir substrat spesifitesine sahip oldugu saptanmistir. En yiiksek enzim aktivitesi



gercek substratlardan Span 80, yapay substratlardan p-nitrofenil kaprilat
kullanildiginda elde edilmistir. HBB 134 lipazinin trioleinin 3. pozisyonundaki ester
baglarin1 hidrolizleyerek 1,2-diolein ve oleik asit drlnlerinin agiga c¢iktigi
saptanmustir.

2009, 156 sayfa
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PhD Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE FROM
THERMOPHILIC Anoxybacillus flavithermus HBB 134

Zehra Burcu BAKIR ATESLIER

Adnan Menderes University
Graduate School of Naturel and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Kubilay METIN

In this study, 201 thermophilic bacteria that were isolated from natural hot springs in
and around Aydin and registered in Adnan Menderes University Department of
Biology culture stocks were used. It was determined that 43 of these bacteria
exhibited lipolytic activity and 22 of them exhibited lipase activity. These 22 lipase
positive isolates were grown in LB broth medium and the quantitative lipase
activities were determined. HBB 134 was chosen as the best lipase producing isolate
with the activity of 19,925 U/mL. According to 16S rRNA sequences, it was found
that the isolate showed maximum similarity (% 99) with Anoxybacillus flavithermus.
The best enzyme production from HBB 134 was determined in medium including %
0,5 olive oil as carbon source and % 0,5 pepton as nitrogen source, pH 6,50 and 45
°C. When the isolate HBB 134 was grown in optimum culture conditions it was
determined that production of the lipase started at the beginning of the logarithmic
growth phase and it reached maximum level in the middle (12 hour) of the
logarithmic phase. It was determined that most of the enzyme activity was
intracellular. The lipase from HBB 134 was purified 7,4 fold using ammonium
sulphate precipitation, dialysis, hydrophobic interaction chromatography and gel
filtration chromatography. Molecular weight of the enzyme was found to be about 64
kDa by SDS-PAGE method. The enzyme showed maximum activity at pH 9,00 and
50 °C. It was determined that the enzyme was stable for 24 hour between pH 6,00-
11,00 and at 25, 40 and 50 °C it retained %2100, 92 and 85 of the original activity
respectively. It was found that the Km and Vmax of the enzyme were 83,47 uM and
500 U/mg respectively. Glycerol, sorbitol and mannitol enhanced the enzyme
thermostability. The enzyme was found to be highly stable against acetone (% 10),
ethyl acetate (% 10) and diethylether (% 10, 50). The enzyme activity was inhibited
in the presence of NBS (triptophane inhibitor) and PMSF (serine inhibitor). Hg?*,
Fe**, Pb®*, AI** and Zn** were strongly inhibited the enzyme while Li*, Na*, K* and
NH," were slightly activated. At least % 60 of the enzyme activity and stability were
retained against sodium deoxycholate, sodium taurocholate, n-octyl-B-D-
glucopyranoside and CHAPS. The enzyme activity was elevated about % 34 in the
presence of % 1 Triton X-100. The lipase showed a broad range of substrate
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specificity. The maximum enzyme activity was determined when the Span 80 and p-
nitrophenyl caprylate was used as real and synthetic substrates, respectively. The
lipase of HBB 134 cleaved triolein at only 3-position releasing 1,2-diolein and oleic
acid.

2009, 156 pages
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1. GIRIS

Yasam, iyi sekilde organize olmus kimyasal reaksiyonlara dayanir. Bununla beraber
bu reaksiyonlarin pek ¢ogu yasami devam ettirecek kadar hizli ilerleyemez. Bundan
dolay1 doga bizim enzim olarak adlandirdi§imiz ve kimyasal reaksiyonlarin hizimi
oldukca artiran kimyasal katalizorleri gelistirmistir. Enzimlerin katalitik giicti
virlislerden insanlara kadar biitiin yasam formlarinin hayatin1 kolaylastirir. Enzimler
antik donemden beri peynirlerin, ekmeklerin ve alkollii igkilerin {iretiminde ve etlerin
yumusatilmasinda kullanilmaktadir. Giiniimiizde de enzimler halen pek ¢ok besin ve
icki iUretiminde ve c¢amasir deterjanlar1 gibi pek c¢ok iriine katki olarak
kullanilmaktadir (Copeland, 2000). Bugiin yaklasik 4000 enzim tanimlanmis olup,
bunlardan sadece 200 kadari ticari olarak kullanilmaktadir. Endistriyel enzimler
genellikle mikrobiyal orijinlidir. Endiistriyel enzimlerin ¢ogunlugu (yaklasik %75°1)
hidrolitik etkiye sahiptir. Hidrolazlar, ¢ok genis substrat spesifitesi gosteren bir
enzim sinifidir. Hidrolazlar peptidleri, amidleri, halidleri, esterleri ve trigliseritleri
hidrolizlerler. Hidrolazlarin iki biiyiik sinifi olan lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol
hidrolazlar) ve esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar) endiistriyel
potansiyeli yliksek olan Onemli biyokatalizorlerdir. Bununla birlikte lipolitik
enzimler (lipazlar ve esterazlar), hem hidroliz hem de sentez reaksiyonlarini
katalizlerler (Sharma et al., 2001b).

Lipolitik enzimlerin hidroliz ve sentez yeteneklerinden endiistride ¢ok cesitli
alanlarda yararlanilmaktadir. Bu enzimler deterjan endiistrisi, kagit enddistrisi, deri
endistrisi, rasemik karigimlarin ayrilmasi, ilag endiistrisinde saf kimyasallarin
sentezi, gida endiistrisinde lezzet veren esterlerin sentezi, kati ve sivi yag
endistrisinde trigliseritlerin fizikokimyasal o©zelliklerinin degistirilmesi, atik su
aritimi, peptit sentezi ve biyoyakit iiretimi gibi ¢ok cesitli endiistriyel alanlarda
kullanilir (Gandhi, 1997; Sharma, et al., 2001b; Bornscheuer, 2002; Almeida, et al.,
2006; Hasan, et al.,, 2006). Lipazlarin baslica ticari uygulama alani ¢amasir
deterjanlarinda kullanimlaridir. Deterjan enzimleri toplam lipaz satiglarinin yaklasik
% 32’sini olusturmaktadir. Lipazlarin deterjanlarda kullanilabilmesi icin termostabil

olmast ve makinede yilkama esnasindaki alkalin kosullarda aktif kalmasi



gerekmektedir. Her yil iiretilen yaklagik 13 milyar ton deterjana tahminen 1000 ton
lipaz eklenmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998).

Ticari olarak iretilen lipazlarin ¢ogu bakteri, fungus ve mayalardan elde
edilmektedir. Bununla beraber, ozellikle yiiksek sicakliklarda ve diger cesitli
kosullarda diger organizmalardan daha stabil olmalarindan dolay1 bakteriyal lipazlar

daha ¢ok ilgi ¢cekmektedir.

Ekstrem kosullarda yasayan termofilik bakteriler, mezofilik temsilcilerinin
yasayamadig1 kosullar altinda is goren essiz enzimleri iireterek, bu kosullara adapte
olmusglardir. Bu tilirlerden elde edilecek enzimlerin sert kosullarda gergeklestirilen
endiistriyel islemlerde kullanimi olduk¢a Onemlidir, ¢linkii bu enzimler ekstrem
kosullar altinda aktif ve stabildirler. Su ana kadar 4000°den fazla enzimin bulunmus
olmasit ve bunlarin c¢ogunun biyoteknolojide ve endiistriyel uygulamalarda
kullaniliyor olmasina ragmen, bu enzimler endiistriyel uygulamalardaki biitiin
istekleri karsilayacak yeterlilige halen ulasamamistir. Bu durumun en 6nemli sebebi
enzimlerin ¢ogunun endiistriyel reaksiyon kosullar1 altinda dayanikli olmamasidir.
Bugiine kadar kullanilan enzimlerin ¢ogu mezofilik mikroorganizmalardan elde
edilmistir. Pek ¢ok avantajlara sahip olmalarina ragmen, ekstrem sicaklik, pH, 1yonik
kuvvet vb. kosullar altinda stabil olmamalarindan dolayr bu enzimlerin kullanimi
stnirhdir. Termofilik enzimler 6zellikle son yillarda biiyiik 6nem kazanmislardir.
Bunun en 6nemli nedeni, oldukg¢a termostabil olmalar1 ve proteolizis, ekstrem pH
veya kimyasal ajanlar karsisinda denatiirasyona direngli olmalaridir (Dominguez, et
al., 2005). Enzimin organik ¢oziiciilerde denatiirasyona direngli olmasmin sudaki
termostabiliteleriyle iliskili oldugu bildirilmistir. Bu sebeple, termostabil enzimler,
yalnizca sulu ortamlarda degil, organik ortamlarda kullanilirken de caziptir (Meghji,
et al., 1990; Kademi, et al., 1999a). Bu yiizden, yeni termostabil enzimlerin
arastirtlmasi, yeni uygulamalarin gelistirilmesi i¢in dnemlidir. Termofilik enzimlerin
gelistirdigi termostabilizasyon mekanizmalarinin baglicalari, paketlenme yogunlugu,
hidrofobik etkilesimler, disiilfit kopriileri, hidrojen baglari, amino asit
kompozisyonu, tuz kdopriileri ve yiizey ilmeklerinin stabilizasyonudur (Vieille ve

Zeikus, 2001; Almog, et al., 2002).



1.1. TARIHCE

Lipitler diinya biomasiin biiylikk bir boliimiinii olusturmaktadirlar ve lipolitik
enzimler bu suda ¢oziinmeyen bilesiklerin doniistiiriilmesinde énemli bir rol oynar.
[k olarak Claude Bernard 1856°da pankreatik sividaki bir lipaz1 kesfetmistir ve onu
¢Oziinlir olmayan yag damlalarini hidrolizleyen ve onlari ¢oziiniir irilinlere
doniistiiren enzimler olarak tamimlamustir. Lipazlar geleneksel olarak hayvan
pankreasindan elde edilirler ve diger hidrolazlarla birlikte (pankreatin) ham karisim

seklinde yada saf halde insanlarda sindirime yardimci olarak kullanilirlar (Hasan, et
al., 2006).

Hasan et al.’nin (2006) bildirdigine goére mikrobiyal lipazlarin varligi ilk olarak
1901°de Bacillus prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. fluorescens’de gozlenmistir
(Eijkman, 1901), giiniimiizde ise en ¢ok calisilmig lipaz lireten bakteriler sirasiyla

Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa ve Pseudomonas fluorescens’tir.

Lipazlar, orijinleri (bakteriyal, fungal, memeli, vs.) ve 6zellikleri agisindan biiyiik
farklar gosterebilirler ve cok cesitli karboksilik esterlerin hidroliz veya sentezini
katalizleyerek organik asitlerin ve gliseroliin ag¢iga ¢ikmasini saglarlar (Hasan et al.,
2006).

1.2. BAKTERIYAL LIiPAZLARIN BiYOKIMYASAL
SINIFLANDIRILMASI

Enzimlerin siiflandirilmast, ya substrat spesifitelerine ya da amino asit dizilimlerine
dayanir. Karsilastirilmak istenen biitiin enzimlerin, ayn1 ya da en azindan iliskili bir
substratla tercihen benzer reaksiyon kosullar1 altinda denenmesi gerekir. Genellikle,
lipolitik enzimler ¢ok cesitli reaksiyonlar1 katalizleyebilme kabiliyetlerine gore
karakterize edilirler. Ne yazik ki, lipaz aktivite 6l¢iimlerinde ¢ok cesitli metotlarin
kullanilmas (gesitli p-nitrofenil esterlerin hidrolizi ve pH-stat metodu gibi) substrat

spesifitesine dayali bir karsilastirma yapmay1 engellemektedir.



Proteinlerin ii¢ boyutlu yapilartyla ilgili bilgilerin giderek artmasi, proteinleri
kivrimlarina gore siniflandirma fikrini gelistirmistir. Hidrolazlar o/p kivrim grubu
icinde yer alirlar ve o/ff hidrolaz kivrimi olarak adlandirilirlar. Bu gruptaki
enzimlerin sekonder yapilar1 a-sarmal ve B-katlanmis yapilar gosterir. Ilk olarak
Ollis et al. (1992)’nin tamimladig1 o/B-hidrolazlar, aktiviteleri genellikle Ser, His ve
Asp residiilerinin olusturdugu katalitik tgliiye bagli olan ¢ok ¢esitli enzimlerden
olusmaktadir. Serin residiisti genellikle korunmus bir pentapeptitte yer alir (Gly-
Xaa-Ser-Xaa-Gly). Biitiin lipazlar ve esterazlarin ¢ogu bu kivrim yapisini gosterir.
Triacilgliserol lipazlar, biitiin fungal, bakteriyal ve pankreatik lipazlar
kapsamaktadir. Esterazlar ti¢ gruba ayrilir: flavodoksin benzeri kivrim grubuna dahil
olan kiitinaz grubu, o/p hidrolaz kivrimina sahip olan esteraz grubu ve
asetilkolinesteraz grubudur. Bu o/ hidrolaz kivrimi haloperoksidazlarda ve epoksid
hidrolazlarda da bulunur (Fojan et al., 2000; Sharma et al., 2001b).

Genel veritabanlarindaki amino asit dizilimlerine ulasabilmek giiniimiizde ¢ok
kolaydir. Amino asit dizilimlerinin karsilastirilmasi, farkli orijinli enzimler
arasindaki evrimsel iliski hakkinda daha agiklayici bilgiler saglar. Diger yandan,
amino asit dizilim homolojisinin yiiksek olmasi, enzimlerin 6zellikleriyle (substrat
spesifitesi, stereoselektivite, optimum pH ve sicaklik, ¢oziicii stabilitesi gibi) iliskili
olmayabilir ve hatta bazi durumlarda tamamiyle farkli tipte reaksiyonlari
katalizleyebilirler. Ornegin, Streptomyces aureofaciens’den elde edilen bir
bromoperoksidaz, Pseodomonas fluorescens’in esterazi ile yaklasik % 55 amino asit
dizilim ozdesligi gosterir. Fakat substrat spesifiteleri ¢ok az uygunluk gdosterir

(Bornscheuer, 2002).

Arpigny ve Jaeger (1999), lipazlarin ve esterazlarin 53 amino asitlik dizilimlerini
karsilagtirmis ve amino asit dizilimleri ve biyolojik 6zelliklerini esas alarak 8 gruba

ayirmiglardir:

1. Gergek Lipazlar: Aile | olarak da adlandirilan bakteriyal gercek lipazlar eskiden
Pseudomonas gruplart olarak ii¢ alt grupta inceleniyordu. Ciinkii Pseudomonas
lipazlar1t muhtemelen c¢alisilan ilk lipazlardir ve endiistride 6nemli bir role sahiptirler.

Onemli lipazlar iireten bazi Pseudomonas tiirlerinin Burkholderia olarak yeniden



adlandirilmasindan ve pek c¢ok lipazin farkli cinslerden elde edilmesinden dolay:
gercek lipazlar 6 alt aile temelinde yeniden siniflandirilmistir. Cesitli Bacillus ve
Staphylococcus tiirlerine ait lipazlar da bu grupta yer alirlar. Alt aile 5’de yer alan
Staphylococcus hyicus’un lipazi 6nemli bir fosfolipaz aktivitesi gostermesi ile

lipazlar iginde tektir.

2. GDSL Ailesi: Aile II olarak da adlandirilan bu enzimler geleneksel Gly-Xaa-Ser-
Xaa-Gly pentapeptit yapisin1 gostermezler, bunun yerine aktif bolgedeki serin
residiiesi Gly-Asp-Ser-(Leu) (GDS(L)) motifini gosterir. Bu proteinlerde katalitik rol
oynayan bu 6nemli amino asitler diger lipolitik enzimlere gére N-terminale ¢ok daha

yakindirlar. Streptomyces scabies esterazi bu ailede yer almaktadir.

3. Aile IlI: Lipazlarin bu ailesi ilk olarak Cruz et al. (1993) tarafindan ortaya
konmus ve daha sonra Streptomyces exfoliatus (M11) lipazinin ii¢ boyutlu yapisini
¢ozen Wei et al. (1998) bu lipaz ailesinden bahsetmislerdir. Bu enzim o/p-

hidrolazlarin katlanma yapisini1 gosterir ve tipik katalitik tigliiyli igermektedir.

4. Hormon duyarh lipaz (HSL) ailesi: Birkac bakteriyal enzim (aile IV),
memelilerin hormon duyarli lipazi (HSL) ile 6nemli oranda amino asit dizilim
benzerligi gosterirler. Memeli hormon duyarli lipazi ve Moraxella sp. lipazinin
diisiik sicaklikta (15 °C’nin altinda) oldukga yiiksek bir aktivite gdstermesi bu
enzimlerdeki korunmus amino asit dizilim siralarina sahip olmalarina baglanmistir.
Ancak benzer amino asit dizilim siralarinin ¢esitli mezofilik (Escherichia coli,
Alcaligenes eutrophus) ve termofilik (Alicyclobacillus acidocaldorius, Archeoglobus
fulgidus) tiirlerde de bulunmasi bu korunmus dizilimden sicaklik adaptasyonunun

sorumlu olmadigini1 géstermistir.

5. Aile V: Bu ailedeki enzimler, HSL ailesindeki proteinler gibi mesofilik
bakterilerden (Pseudomunas oleovorans, Haemophilus influenzae, Acetobacter
pasteurianus) orijinlendikleri gibi, soguga adapte olmus (Moraxella sp.,
Psychrobacter immobilis) veya sicaga adapte olmus (Sulfolobus acidocaldorius)
organizmalardan da orijinlenebilmektedirler. Bu enzimler, tipik o/B-hidrolaz
katlanmas1 ve bir katalitik triad gosteren epoksid hidrolazlar, dehalojenazlar ve

haloperoksidazlar gibi ¢esitli bakterial non-lipolitik enzimlerle 6nemli bir amino asit



dizilim benzerligi (% 20-25) gosterirler.

6. Aile VI: Bu ailede yer alan enzimler 23-26 kDa molekiiler agirliga sahip bilinen
en kiiciik esterazlardir. Pseudomonas fluorescens karboksilesterazinin ii¢ boyutlu
yapist ¢ozilmistir. Bu enzimin aktif formu bir dimerdir ve altiinite, o/B-hidrolaz
katlanmas1 ve bir klasik Ser-Asp-His katalitik {igliisiine sahiptir. Bu karboksilesteraz
genis bir spesifite gostererek kiigiik substratlart hidrolizler ve uzun zincirli
trigliseritlere karsi higbir aktivite géstermez. Bu ailedeki diger enzimlerle ilgili ¢ok

az bilgi mevcuttur.

7. Aile VII: Bu ailede daha ¢ok biiyilk molekiil agirliga sahip olan (55 kDa)
bakteriyal esterazlar yer almaktadir. Bu enzimler 6karyotik asetilkolin esterazlar ve
bagirsak/karaciger karboksilesterazlar1 ile dnemli bir amino asit dizilim benzerligi

gosterirler.

8. Aile VIII: Bu aileyi olusturan ii¢ enzim yaklasik 380 amino asit uzunlugundadir
ve ¢esitli C B-laktamaz sinifi enzimlerle 6nemli bir benzerlik gosterirler. Bu ailedeki
esterazlarin katalitik mekanizmasini aciklayabilmek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardir.

1.3. LIPAZLARIN ARAYUZEY AKTiVASYONU

Sarda ve Desnuelle 1958 yilinda lipazlar1 ara yiizey aktivasyonu fenomenine
dayanarak tanimlamiglardir (Schmid ve Verger, 1998). Lipazlar, suda ¢6ziinen
karboksilik ester molekiillerine karsi aktivite gosteren esterazlardan farkli olarak
¢Oziinlir olmayan veya kiimelesen substratlara karsi aktiftirler. 1990 yilinda iki
lipazin X-151n kristallografisi ile yapilar1 aydinlatilmis ve diger enzimlerden farkli
olarak 6zel bir mekanizmaya sahip olduklar ortaya g¢ikarilmistir: Bu enzimlerin ii¢
boyutlu yapilarina bakildiginda, ara yiizey aktivasyonunun aktif bolgeyi ¢evreleyen
“kapak” benzeri amfifilik peptidik bir ilmekten dolay: olabilecegi ileri siirlilmiistiir.
Lipaz substratiyla bir yag/su ara yiizeyinde karsilastifinda bu “kapak”
konformasyonel olarak yeniden diizenlenir ve aktif bolge substratin ulagabilmesi i¢in

acilir (Sekil 1.1) (Schmid ve Verger, 1998).



Sekil 1.1 Mucor miehei lipazinin kapali (A) ve acik (B) formlarmin yapisi. Sari alanlar
katalitik ti¢liiyii temsil etmektedir. “Kapak’ yapisinin agilmasi ile (B) katalitik bolgeye (sar1)
erisilebilmektedir.

Kaynak: (Schmid ve Verger, 1998).

1.4. LIPAZLARIN SUBSTRAT SPESIFITESI

Lipazlar, substrat spesifiteleri temel alinarak {i¢ grupta incelenebilmektedirler.
Birinci grupta yer alan lipazlar Oncelikle triagilgliseroliin birincil hidroksil
pozisyonlarindaki (1. ve 3. karbon atomlar1 arasindaki) ester baglarini hidrolizlerler
ve 1,3-spesifik lipaz olarak adlandirilirlar. Bu grup lipazlara 6rnek olarak Mucor

miehei, Rhizopus delemar ve domuz pankreasindan elde edilen lipazlar verilebilir.

Ikinci grupta yer alan lipazlar pozisyon agisindan spesifik degildirler ve
triagilgliserolleri tim pozisyonlarindan hidrolizleyebilirler. Candida rugosa,
Chromobacterium viscosum ve hintyagi tohumundan elde edilen lipazlar bu ikinci

gruba Ornek olarak verilebilmektedir.

Ugiincii grubu olusturan lipazlar ise belirli yag asitlerine kars1 spesifite gosterirler.
Ornegin, Geotrichum candidum’dan elde edilen lipaz oleik asit gibi cis doymamis
(A9) yani 9. ve 10. karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag iceren yag asitlerini secer.
Brassica nopus ve Mucor miehei’den elde edilen lipazlar v -linolenik ve

docosahekzaenoik asit gibi polidoymamis yag asitlerini ayirt ederken, adip6z



dokudaki hormona-duyarl lipaz tercihen trigliseritlerden polidoymamis yag asitlerini
serbest birakir (Gandhi, 1997).

1.5. LIPAZ AKTIVITE TAYIN YONTEMLERI

Ham veya saf haldeki lipaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla gesitli yontemler
gelistirilmistir. Bu yontemlerin ¢ogu azalan substratin veya olusan {iriiniin 6l¢iilmesi

prensibine dayanmaktadir.

1.5.1. Titrimetrik Yontem

Titrimetrik  yontem, lipaz aktivitesinin tayininde yaygin olarak kullanilan
yontemlerin basinda gelmektedir. Bu yontemde substrat olarak cogunlukla triolein
veya zeytinyagl kullanilmaktadir ve enzim aktivitesi agiga c¢ikan yag asitlerinin
NaOH ile titre edilmesiyle belirlenmektedir. Titrimetrik yontem iki sekilde
uygulanabilmektedir. Birincisinde substrat emiilsiyonu ve enzim karistirilarak inkiibe
edilmekte ve inkiibasyon sonunda % 95’lik etanol eklenerek reaksiyon
durdurulmaktadir. Bu karisim daha sonra indikator olarak fenolftalein kullanilarak 10
mM NaOH ile titre edilmektedir (Saxena et al., 2003b). ikinci olarak enzim aktivitesi
bir pH-stat kullanilarak belirlenebilmektedir. Buna gore substrat emiilsiyonu pH-
stat’in sicaklik kontrollii kabina aktarilmakta ve karisimin pH’s1 ¢alisilacak pH’ya
ayarlanmaktadir. Bu karistma enzimin eklenmesiyle reaksiyon baglatilmaktadir.
Titratoriin bitis noktasi ¢alisilacak pH’ya ayarlanmakta ve agiga ¢ikan yag asitleri 10
mM NaOH ile ve pH-stat’in otomatik biireti kullanilarak siirekli titre edilmektedir
(Lesuisse et al., 1993). Enzim aktivitesi dakikada 1 pmol yag asidi agiga ¢ikmasini

saglayan enzim miktar1 olarak ifade edilir.

1.5.2. Kolorimetrik Yontem

Lowry ve Tinsley (1976)’in bildirdigine gore, lipaz aktivitesini belirlemek icin
serbest yag asitlerini tayin ederken yontemin hassasiyetini ve hizini artirma ihtiyact
kolorimetrik metotlarin gelistirilmesine yol agmistir (Thomson et al., 1999). Bu

amacla gelistirilen biitiin metotlar serbest yag asitlerinin organik bir ¢oziiclide



divalent bir metalle (genellikle bakir) kompleks olusturmasi prensibine dayanir ve

daha sonra organik fazdaki metal spektrofotometrik olarak analiz edilir.
1.5.2.1. Sentetik substratlar

Literatiirde, lipaz aktivitesinin 6l¢giimiinde sentetik substratlarin kullanildig1 pek ¢ok
calisma vardir. Ozellikle yag asitlerinin p-nitrofenil tiirevleri (genellikle pNPL veya
PNPP) oldukga sik kullanilmaktadir (Winkler ve Stuckmann, 1979; Kordel et al.,
1991; Sigurgisladottir et al., 1993). Substratin lipaz tarafindan hidrolizi sonucu p-
nitrofenol agiga c¢ikar ve olusan {riin goriiniir alanda (yaklastk 410 nm)
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Enzim aktivitesi, reaksiyon kosullar1 altinda, bir
dakikada ag¢iga c¢ikan umol p-nitrofenol olarak ifade edilir. Bu metot enzim
aktivitesini spektorfotometrik olarak goriintiileme imkani verir. Substrat sentetik
oldugu icin sonuglar, enzimin dogal bir substrati kullanilarak dogrulanmalidir.
Omegin Sigurgisladottir et al. (1993), calismada kullandiklar1 lipazin zeytinyag:
emulsiyonunda aktivitesini tayin ederek dogrulamiglardir. Bu metot enzimin
goriintiilenmesi amaciyla da kullanilmaktadir. Ayrica, bu metot i¢cin gerekli olan
ekipmanlar pahali degildir ve kolay elde edilir. p-Nitrofenil laurat yiiksek
sicakliklarda stabildir (Sigurgisladottir et al., 1993). Ustelik Pereira-Meirelles et al.
(1997)’nin bildirdigine gore p-nitrofenil laurat ile elde edilen sonuglar titrimetrik

yontemle elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda uyumlu olduklar1 gériilmiistiir.
1.5.2.2. Yeni lipaz substratlari

Lipaz aktivitesinin tayininde p-NPL ve p-NPP gibi kromojenik substratlarin
kullanim1 bazen ¢ok dogru bulunmamaktadir ¢iinkii bu bilesiklerin lipazlar icin
spesifik olmadiklar bildirilmistir. Jaeger et al. (1996), p-NPP’m hem lipazlar hem de
esterazlar tarafindan hidrolizlendigini gostermislerdir. Jacger et al. (1996)’a gore sn-
1- yerini alan trilaurin tiirevi 1,2-O-dilauril-rac-glisero-3-glutarik asit-resorfin ester
(DGGR) lipazlar i¢in spesifik bir kromojenik substrattir. Bununla birlikte DGGR
bazi alternatif kromojenik lipaz substratlarina gére ¢cok daha pahalidir (Thomson et
al., 1999).
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Miles et al. (1992), alternatif bir spektrofotometrik lipaz tayin yontemi
tanimlamuslardir.  5-(4-hidroksi-3,5-dimetoksifenilmetilen)-2-tioksotiazolin-3-asetik
asit (SRA- yag asidi tiirevleri)’in ¢esitli yag asidi esterleri kirildiktan sonra
baslangicta soluk sar1 renkli olan substrattan bazik pH’da kirmizi stabil bir fenol
meydana gelir (Amax= 505 nm). SRA’nin laurik, miristik ve dekanoik asit tiirevleri
pek ¢ok alkali tampon sistemlerinde ¢oziiniirdiir fakat suda ¢éziinmezler. SRA-yag
asidine dayanan lipaz uygulamalari tipik olarak pH 8’de gergeklestirilir. Bununla
birlikte, imalatcilar spektrofotometrik dlgiimlerin ¢abuk yapilmasi gerektigini ¢iinkii
pH yiikseldik¢e enzimatik olmayan hidrolizin meydana geldigini belirtmislerdir
(Thomson et al., 1999).

1.5.3. Florimetrik Yontem

UMB (umbelliferone) ile esterlesmis yag asitlerinin spektroflurimetrik olarak
goriintiilendigi lipaz uygulamalar1 da gelistirilmistir. De Laborde de Monpezat et al.
(1990), gesitli doymus ve doymamus yag asitlerini (laurik, palmitik, stearik, oleik ve
linoleik) kullanarak nonfloresan UMB esterleri sentezlemislerdir. Esterler etilen
glikol monometil eterde ¢oziilmiis ve lipaz aktivitesi bir Tris-maleat tamponunda
esterlerden agiga cikan floresan UMB miktarindaki artisla belirlenmistir (Thomson et
al., 1999).

1.5.4. Turbidimetrik Yontem

Bu yontem yukaridaki yontemlerden farkli olarak azalan substrat miktarinin
Olglilmesi prensibine dayanmaktadir. Rollof et al. (1984), substrat olarak bir
trigliserit emdtilsiyonu kullanmiglardir. Baglangicta bulanik olan bu substrat
emiilsiyonu enzimle muamele edilmis ve daha sonra spektrofotometrede 480 nm’de
absorbansi oOlgiilerek emiilsiyonun berraklagsma hizina gore enzim aktivitesi tayin
edilmistir. Arastiricilar, eklenen lipaz miktar: ile berraklagsma arasinda dogrusal bir

baglant1 oldugunu bildirmislerdir.

Bu yonteme gore lipaz aktivitesi, bulanik olan substrat emiilsiyonunun berraklasma

hiz1 Slgiilerek tayin edilir. Arzoglou et al. (1989), substrat olarak triolein-isopropanol
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emiilsiyonu kullanmiglar ve 340 nm’de absorbanstaki diisiise gore lipaz aktivitesini

tayin etmislerdir (Thomson et al., 1999).

1.5.5. Diger Yontemler

Lipaz aktivitesinin tayininde yukarida bahsedilen yontemler disinda iletkenlik
yontemi, kromatografik yontemler, ara yiizey geriliminin Ol¢iilmesi, test kitleri,
immunouygulamalar ve niiklear magnetik rezonans (NMR) yontemi gibi yontemler
de kullanilabilmektedir. iletkenlik y&nteminde lipazin triasetini hidrolizlemesiyle
birlikte reaksiyon ortaminin iletkenligindeki degisim oOl¢iilmektedir. Ancak bu
yontemin dezavantaji, lipazlar i¢in spesifik olan uzun-zincirli triagilgliseritler suda
zay1f ¢oziindiikleri i¢in kullanilamazlar. Lipaz aktivitesi sonucu triagilgliserollerden
aciga cikan yag asitleri HPLC (yliksek performansli sivi kromatografisi) ve Gaz
kromatografisi kullanilarak o6l¢iilebilmektedir. Olusan iirtinler HPLC’de bir UV
dedektorii veya kirilma indisiyle (RI) Olciiliirken gaz kromatografisinde daha hassas
olan FID dedektorleri kullanilmaktadir. Lipazlar ara yilizeyde aktivite goOsteren
enzimler olduklar1 i¢in enzim aktivitesi yiizey basincindaki degisimler dl¢iilerek de
belirlenebilir. Monomolekiiler bir substratin hava-su ara yiizeyinde kirilmasi sonucu
substrat ara yiizeyi terk eder ve bu da yiizey basincinin azalmasina yol agar. Bunun
disinda lipaz aktivitesini belirlemek icin cesitli test kitleri de mevcuttur. Diger
yontemlerden farkli olarak NMR yonteminde lipaz aktivitesi reaksiyon ortamindaki

ester:alkol oranindaki degisimle belirlenir (Thomson et al., 1999).

1.6. LIiPAZ URETEN MIiKROORGANIZMALARIN
IZOLASYONU VE GORUNTULENMESI

Lipaz iireten mikroorganizmalar ¢ok ¢esitli habitatlarda bulunabilmektedir; 6rnegin,
endiistriyel atiklar, bitkisel yaglar1 isleyen fabrikalar, mandiralar, yag, yag tohumu ve
bozulmus besinlerle kontamine olmus topraklar, giibre yigmlart ve sicak su

kaynaklar1 (Sharma et al., 2001b).

Lipaz iireten mikroorganizmalar bakterileri ve funguslari igermektedir. Sharma et al.

(2001b)’1n bildirdigine gore Sierra (1957), mikroorganizmalardaki lipaz aktivitesinin
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tayini i¢in basit ve giivenilir bir metot aciklamistir. Bu metoda gore, bir siirfaktan
olan Tween 80 belirleyici olarak kati iiretim ortamina eklenir. Kolonilerin etrafinda
opak zon olusumu organizmanin lipaz tirettiginin gostergesidir. Bu uygulama, gesitli
Tween surfaktanlarin Nile blue, neet’s foot oil ve Cu'? tuzlar ile kombine olarak
kullanilmasiyla  modifiye  edilmistir.  Lipaz  iireten  mikroorganizmalarin
goriintiilenmesinde substrat olarak tribiitirin iceren agar plaklari da siklikla
kullanilmaktadir (Cardenas et al., 2001) ve lipaz iiretimi kolonilerin etrafindaki
seffaf zonla tanimlanmaktadir. Bunun yaninda floresan bir boya olan Rhodamin-
B’nin kullanildig1 goriintiileme sistemleri de tanimlanmistir (Mackenzie et al., 1967).
Bu yonteme gore lipaz aktivitesi gosteren kolonilerin etrafinda floresan turuncu
zonlar olusmaktadir. Kouker ve Jaeger (1987) bu metodu hem mikroorganizmalarin
petrilerde kalitatif taramasinda hem de kiiltiir siipernatantlarinda kantitatif tayinde

kullanilmak tizere modifiye etmislerdir.
1.7. LIPAZ URETIMI

Sharma et al. (2001b), mikrobiyal lipazlarin g¢ogunlukla sivi Kkiiltiir olarak
tiretildiklerini, fakat kati kiiltiir fermentasyon metotlarinin ve birka¢ c¢alismada da
immobilize hiicre kiiltiirlerinin kullanildigini bildirmislerdir. Siv1 kiiltiir yontemiyle
lipaz {lretiminde optimum Kkiiltiir kosullarimin ve besin gereksinimlerinin
belirlenmesine yonelik pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Lipid yapidaki karbon
kaynaklar1 genellikle lipaz verimini artirmaktadirlar, bununla beraber birkag
aragtirmact yag kullanmadan iyi bir verim elde ettiklerini bildirmislerdir (Sharma,
2001b). Karbon ve azot kaynaklarinin uygunlugu, aktivatorlerin, stimiilatorlerin,
inhibitorlerin, surfaktanlarin bulunmasi, inkiibasyon sicakligi ve pH’1, inokiiliim
seviyesi ve kaynagi ve oksijen miktar1 gibi biliylime kosullar1 lipaz sentezini
etkileyebilmektedir (Hasan et al., 2009). Shelley (1987), lipaz-pozitif bir bakterinin
belirlenebilmesi icin ti¢ faktoriin birlikte bulunmasi gerektigini soylemistir: (1)
organizma iiremeli; (2) organizma genel biiyiime kosullar1 altinda lipaz tiretmeli veya
ortama salmali ve (3) aktivite tayini i¢in kullanilan metot yeterli hassasiyette olmali

(Hasan et al., 2009).
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1.8. LIPAZLARIN SAFLASTIRILMASI

Woolley ve Peterson (1994), pek ¢ok lipazin pH, sicaklik, metal iyonlar1 ve selat
ajanlar karsisindaki aktivite ve stabiliteleri goz Oniine alinarak genis Olg¢iide
saflagtirthip  karakterize edildiklerini  bildirmislerdir.  Arastiricilar, kullanilan
saflagtirma  metotlarinin ~ genellikle  presipitasyon,  hidrofobik  etkilesim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi gibi
spesifik olmayan teknikler oldugunu fakat bazi durumlarda saflastirma adimlarinin

sayisin1 azaltmak i¢in afinite kromatografisinden yararlanildigini bildirmislerdir
(Sharma et al., 2001b).

Mikrobiyal lipazlarin ¢ogu ekstraseliilerdir ve fermentasyon isleminden sonra
hiicreler kiiltiir sivisindan santrifiijle veya filtrasyonla uzaklastirilir. Daha sonra
kiiltiir stvist ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi veya organik ¢oziiciilerle
ekstraksiyon islemlerinden biriyle konsantre edilir (Saxena et al., 2003a). Eger enzim
hiicre i¢i ise bu defa hiicreler santrifiijle kiiltiir sivisindan ayrilir ve tekrar tamponda
coziilerek pargalanir. Hiicrelerin par¢alanmasinda sonikasyon veya Fransiz presi gibi
fiziksel yontemler kullanilabilecegi gibi enzimler (bakteriler igin lizozim ve mayalar
i¢cin zimoliyaz) veya ¢esitli kimyasallarin (safra tuzu, SDS ve Triton gibi deterjanlar)
kullanildigr kimyasal yontemler de kullanilabilir (Metin, 2007). Hiicreler
parcalandiktan sonra santrifiijle hiicre atiklar1 uzaklastirilir ve siipernatant enzim

kaynagi olarak kullanilir.

Saflagtirma islemlerinin yaklasik % 80’inde ilk olarak c¢oktiirme islemi yapilir.
Coktiirme islemlerinin % 60’1nda amonyum siilfat ve % 35’inde etanol, aseton veya
bir asit (genellikle hidroklorik asit) kullanilir. Aires-Barros et al. (1994), diger
tekniklerle karsilastirildiginda ¢oktiirme yontemlerinde genellikle yiiksek bir
ortalama verim (% 87) elde edildigini bildirmislerdir (Saxena et al., 2003a).
Coktiirme islemini ¢esitli kromatografik yontemler izlemektedir. Cofu zaman
istenilen saflastirma diizeyine ulagsmak i¢in tek bir kromatografik basamak yeterli
degildir ve birka¢ kromatografi adimi1 ard arda kullanilir. Lipazlarin
saflagtirlmasinda, iyon degisim kromatografisi en ¢ok kullanilan kromatografik

yontemdir; saflastirma islemlerinin % 67’sinde kullanilmiglardir ve bunlarin %
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29’unda birden ¢ok kez kullanilmiglardir. En ¢ok kullanilan iyon degistiriciler, bir
anyon degistirici olan dietilaminoetil (DEAE) (% 58) grubu ve bir katyon degistirici
olan karboksimetil (CM) (% 20) grubudur. Jel filtrasyon kromatografisi en ¢ok
kullanilan ikinci saflastirma yontemidir; saflastirma islemlerinin % 60’inda
kullanilmislardir ve bunlarin % 22’sinde birden ¢ok kez kullanilmiglardir. Afinite
kromatografisi saflagtirma islemlerinin % 27’sinde, hidrofobik etkilesim
kromatografisi ise % 18’inde kullanilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde
en ¢ok kullanilan hidrofobik adsorbenler oktil veya fenil fonksiyonel grubuna sahip

olanlardir (Saxena et al., 2003a).

Aires-Barros et al. (1994), bir proteini, % 30 verimle ve 320 katlik bir saflagtirma
katsayis1 ile saflastirmak icin dort veya bes tane saflastirma adiminin gerekli
oldugunu bildirmislerdir. Bu degerleri her bir saflagtirma planindan elde edilen
verimlerin ve saflagtirma katsayilarinin ortalamalarindan elde etmislerdir (Saxena et
al., 2003a). Lipaz saflagtirmasinin alisilmis islemleri olduk¢a gii¢ ve zaman alici
olabilmektedir ve sonugta oldukca diisiik bir verim elde edilebilmektedir. Lipazlarin
saflastirilmasinda  son  zamanlarda bazi  yeni saflastirma  teknolojileri
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda, membran iglemleri, immiinosaflastirma, durgun
faz olarak epoksi baglanmis ligand ve sefaroza immobilize edilmis polietilen
glikoliin kullanildig1 hidrofobik etkilesim kromatografisi ve sivi iki-faz sistemleri

sayilabilir (Saxena et al., 2003a).

1.9. LIPAZLARIN KATALIZLEDIGi REAKSiYONLAR

Lipazlar temel olarak triagilgliserollerin hidrolizinden sorumlu enzimlerdir (Sekil
1.2). Bununla beraber, baz1 diisiik ve yiiksek molekiil agirlikli esterler, tiyol esterler,
amitler ve poliol/poliasit esterler bu enzim grubunun substratlar1 olabilirler. Lipazlar
genis substrat spesifitelerinden dolay1r ¢ok c¢esitli reaksiyonlar1 katalizleyebilirler.
Bunun yaninda lipazlarin sentez reaksiyonlarini geri doniislimlii olarak

katalizleyebilme 6zellikleri de vardir.
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Sekil 1.2 Bir triagilgliseroliin lipaz tarafindan hidrolizi

Lipazlarin katalizledikleri reaksiyonlar iki temel kategoride siniflandirilabilir:

1.9.1. Hidroliz

Lipazlar i¢in hidroliz terimi, bir yag veya esterin suyun varliginda kendini olusturan

asit ve gliserol veya alkole ayrilmasini ifade eder.

RCOOR'+ H,O «— RCOOH + R'OH

Yaglarin geleneksel kimyasal yontemlerle par¢alanmasi yiiksek sicaklik ve basingta
gerceklesir. Enzimatik yontem kimyasal reaksiyonla karsilastirildiginda maliyetin
daha diisiik oldugu ve olusan iiriinlerin daha iyi koku ve renge sahip olduklar
gortliir. Enzimatik metotlarda reaksiyon kosullar1 daha ilimlidir, ¢calisma riski daha
azdir, enerji tikketimi daha disiiktiir ve istenmeyen yan reaksiyonlar olusmaz

(Gandhi, 1997).

1.9.2. Sentez

Sentez reaksiyonlari 4 alt baglik halinde incelenebilir:

Esterifikasyon
RCOOH + R'OH «—>»RCOOR' + H,0

Alkolizis
RCOOR'+ R"OH <«—»RCOOR" + R'OH
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Asidolizis
RCOOR' + R"COOH «— R"COOR' + RCOOH

Interesterifikasyon
RCOOR' + R"COOR* «—»RCOOR* + R"COOR'

Son ¢ reaksiyon genellikle birlikte siniflandirilir ve “transesterifikasyon” olarak

adlandirilir.

Lipazlarin geri donlisiimlii sentez reaksiyonlarini katalizleme kabiliyetleri istenilen
bazi tirlinlerin tiretiminde kullanilmaktadir. Esterifikasyon su ve ester olusumuna yol
acarken, alkolizis, asidolizis ve interesterifikasyon gibi transesterifikasyon islemleri
sirasinda su yerine alkol, asit veya ester olusur. Bu nedenle, bu olusan {iriinlerden
herhangi biri istenilen bir iiriin ise, transesterifikasyon reaksiyonlari esterifikasyona

gore daha karli bir islem olur.

Esterifikasyon temel olarak bir asitin alkolle reaksiyonunu kapsarken, lipazlar ¢ok
daha genis bir substrat spektrumu gosterirler. Bu da lipazlara seker esterleri, tiyol
esterleri, peptitler, yag amidleri gibi iirlinlerin sentezlerini katalizleme olanagi saglar.
Bu durumun sonucu olarak, lipazlar potansiyel uygulamalar i¢in bilinen diger

enzimlerden ¢ok daha 6nemli bir yere sahiptirler (Gandhi, 1997).

1.10. LIPAZLARIN ENDUSTRIYEL UYGULAMALARI

Mikrobiyal lipazlar, toplam satis miktarlarina gore proteazlar ve karbohidrazlardan
sonra li¢lincii biiylik grubu olusturmaktadir. Bunun baslica nedeni ¢esitli uygulamalar
i¢in ¢ok yonlii bir enzim grubu olmasi ve iiretimlerinin kolay olmasidir. Mikrobiyal
lipazlar genellikle enzimatik oOzellikleri ve substrat spesifiteleri bakimindan
birbirlerinden ayrilirlar ve bu ¢esitlilik onlar1 endiistriyel uygulamalar i¢in oldukga
cazip biyokatalizorler yapar. Endiistriyel alanda en cok ilerlemeyi lipazlarin ve
sellilazlarin  gosterecegi tahmin edilmektedir. Lipazlarin reaksiyon ¢esitliligi
ozelliklerinden Oniimiizdeki yillarda daha ¢ok yararlanilmasi ve deterjan ve kozmetik

alanlarinda daha ¢ok kullanilmalar1 beklenmektedir (Hasan et al., 2006).
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Lipazlarin endiistrideki kullanimlari, hidroliz yeteneklerinden yararlanilan alanlar ve

sentez yeteneklerinden yararlanilan alanlar olarak iki ana grup altinda incelenebilir;

1.10.1. Hidroliz

1.10.1.1. Lipolizis

Bu islem, lipazlarin yaglar1 yag asidi ve gliserole hidrolizleyebilme kabiliyetinin
dogal sonucunu kullanir. Olusan triinlerin her ikisi de endiistriyel uygulamalarda
onemlidir. Ornegin yag asitleri sabun yapiminda kullanilirlar. Candida rugosa, hint
yag1 bitkisi ve Pseudomonas fluorescens’den elde edilen lipazlar bu amagla
kullanilmaktadir (Gandhi, 1997).

1.10.1.2. Deri endiistrisi

Post ve derilerin islenmesi esnasinda en 6nemli basamak deri ve sagtan kaynaklanan
yag ve protein atiklarinin uzaklastirilmasidir. Bu amagla lipazlar ve proteazlardan
olusan bir karigim kullanilmaktadir. Yag giderme isleminde siirfaktanlarin kullanimi
hem enzimler kadar etkili degildir hem de ¢evreye zararlidir. Sigir postlarindan yag
giderme igleminde lipazlar tamamen yiizey aktif maddelerin yerini alabilmektedir.
Yaklasik % 40 oraninda yag iceren koyun derilerinde ise ¢oziiciilerin kullanimi ¢ok
yaygindir ancak bunlarin yerine de lipazlar ve siirfaktanlar kullanilabilir. (Hasan et

al., 2006)

1.10.1.3. Atiksu uygulamalari

Aktif camur ve diger aerobik atiksu islemlerinde lipazlardan yararlanilmaktadir.
Biomasin yasam kosullarini siirdiirebilmesi i¢in havalandirma tanklarinda siirekli bir
oksijen gegcisinin olmas1 gerekir. Bu nedenle de havalandirma tanklarinin yiizeyinde
biriken ince yag tabakasinin siirekli uzaklastirilmasi gerekir. Bu kaymaklagmis yagca
zengin sivi lipazlar kullanilarak pargalanir. Bu amagla kullanilan lipazlardan biri
Candida rugosa’nin lipazidir ve Lipaz-MY ticari adi altinda Meito Sangyo Co.

(Nagoya, Japan) tarafindan tiretilmektedir. Atik su aritim1 mezbaha, besin endiistrisi,
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deri endiistrisi ve kiimes hayvanlarmin atiklarimin islenmesi gibi endiistriyel

islemlerde de kullanilmaktadir (Gandhi, 1997).

Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk’un (1998), yaptiklari ¢alismada Pseudomonas
aeruginosa LP602’nin hem hiicrelerini hem de lipazini lipitge zengin atik su

arittminda kullanmiglardir.

1.10.1.4. Deterjanlar

Deterjanlarda kullanilan enzimler lekeleri daha basit formlara doniistiirerek
temizleyiciler tarafindan uzaklastirilmalarin1 kolaylastirir. Lipazlar yanmis yaglar,
salata yaglari, tereyagi, yagh soslar, ¢orbalar, insan derisinden kaynakli yaglar ve
belli kozmetikler gibi yag iceren lekelerin uzaklastirilmast amaciyla deterjan
iceriklerinde kullanilmaktadir. Lipazlar, trigliseritleri mono- ve digliseritler ile
gliserol ve serbest yag asitlerine donistiiriir. Olusan bu {irlinlerin hepsi baslangic
materyali olan yagdan daha ¢ok suda ¢oziiniirler ve bdylece uzaklastirilmalar1 daha

kolaydir (Hasan et al., 2006).

1.10.1.5. Siit ve iliskili endiistrilerde lezzet olusumu

Lipazlar peynir, tereyagi ve margarin gibi siit {rlinlerinin lezzetlerinin
gelistirilmesinde kullanilmaktadirlar. Bu siit iirlinlerinin aroma ve dokusu siitteki
yag, protein ve laktoz metabolizmasinin bir sonucudur. Bu nedenle lipazlar ve
proteazlar peynirin olgunlagmasini hizlandirmada ve tipik tatlarin tiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu islem boyunca serbest yag asitleri ve ¢oziiniir peptitlerle
amino asitler olusur ve bunlar lezzet bileseni olarak goérev yaparlar. Lezzet olusumu
kullanilan enzime bagldir. Ornegin, Italyan Provolone ve Romano peynirlerinin
yapiminda pregastrik esteraz kullanilir ve bu peynirler karakteristik biberli bir tada
sahiptirler. Kahve kremalarinda, lipazlar zengin krema tadimin verilmesinde
kullanilir.  Cikolata endiistrisinde, serbest yag asitleri siitlii c¢ikolatalarin,
karamellerin, sekerlemelerin ve yag kremalarinin lezzetine katkida bulunur. Boyle

lezzetler kiiltiir sivilarinin veya lipazlarin kullanimiyla elde edilebilir (Gandhi, 1997).
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1.10.1.6. Besinler

Lipaz uygulamalar1 i¢in 6nemli bir potansiyele sahip diger bir endiistri de besin
endiistrisidir. Biolipolizis, yagsiz et iiretiminde kullanilmaktadir. Ekmek hamuruna
lipazlarin eklenmesiyle trigliseritlerin kismi hidrolizi monogliserit igeriginin
artmasina yol acar ve bayatlamanin gecikmesini saglar. Lipazlar kopek mamalarinin

lezzetinin artirilmasinda da kullanilmaktadirlar (Gandhi, 1997).

1.10.1.7. Medikal uygulamalar

Karbohidratlar ve proteinlerin yaninda biyomateryallerin diger bir biiylik grubu da
lipitlerdir. Her {i¢ii de viicut tarafindan kullanildiginda olduk¢a doyurucudur ve
sindirimleri, absorbsiyonlar1 ve emilimleri 6nemli bir fonksiyonu yerine getirir. Yag
metabolizmasinin baglica enzimi lipazdir ve eksikliginde dnemli saglik sorunlari
ortaya ¢ikar. Bu nedenle lipazlar sindirime yardime1 olarak kullanilabilirler (Gandhi,
1997). Kato et al. (1989), lipazlarin Timoér Nekroz Faktorii’niin aktivatori
olduklarii ve bu nedenle kotii huylu timorlerin tedavisinde kullanilabileceklerini

bildirmislerdir (Gandhi, 1997).

1.10.1.8. Farmasotikler ve kozmetikler

Gandhi (1997), “incelme” amaciyla, cesitli kremlerde (August, 1972) veya oral
uygulamalarda (Smythe, 1951) yaglarin uzaklastirilmasi i¢in lipazlarin kullanildigin
bildirmistir. Bunun disinda Berrobi et al. (1970)’in, deri iltihaplarinda kullanilmak
tizere hyaluronidaz ve/veya thiomukaz enzimlerine ilaveten lipazlar1 da igeren

farmasotik preparasyonlar i¢in patent aldiklar1 bildirilmistir (Gandhi, 1997).

1.10.1.9. Trigliseritlerin yapisal analizi

Lipazlar, substrat spesifiteleri temel alinarak simiflandirilabilirler. Bazi lipazlar
triagilgliseroliin birincil (1, 3) ester baglarin1 hidrolizlerken, bazilar1t pozisyon
acisindan spesifite gostermezler. Bazi lipazlar da belirli yag asitlerine kars1 (6rnegin

mono- veya poli- doymamis yag asitleri) spesifite gosterirler. Boylece, farkli
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pozisyonlarda farkli yag asitleri igeren lipitlerin hidrolizi lipazin belli bir tipi igin
spesifik hidrolizatlarin olusumuna yol acar. Bundan dolayi, lipazlarin regiospesifitesi
ve substrat segiciligi trigliseritlerin yapilarinin belirlenmesinde ve spesifik bir mono-

ve/veya digliseritin sentezinde kullanilabilir (Gandhi, 1997).

1.10.1.10. Kagit atiklarinin boya giderimi

Lipazlar, kagit endiistrisinde beyazlagsmay1 artirir, kimyasal kullanimin1 ve islem
stiresini azaltir. Fukuda et al. (1990), Pseudomonas tiirlerinden (KWI-56) elde edilen
200 {inite lipazin boya giderme c¢ozeltisine eklenmesi ile kagidin beyazlagma
oraninin % 56,5’den % 58’¢ ¢iktigin1 ve atik miirekkep lekelerinin 18 cm’den 7

cm’ye indigini bildirmislerdir (Hasan et al., 2006).

1.10.1.11. Rasematlarin rezoliisyonu

Rezoliisyon, bir rasem bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir. Rezollisyonun
bircok uygulama alan1 vardir. Ornegin ilag olarak kullanilacak bilesik disimetrik bir
molekiil ise bunun sadece bir enantiyomeri etkindir, diger enantiyomerin ilag
etkinligi yoktur veya c¢ok azdir. Boyle bir bilesik kimyasal yontemlerle
sentezlendiginde cogunlukla rasem seklinde elde edilir, sonrasinda ise rasemik
bilesigin rezoliisyonu yapilarak etkin enantiyomer elde edilir (Kosali, 2005).
Lipazlar, stereospesifik karakterlerinin bir sonucu olarak rasemik karigimlarin
resollisyonunda ve cesitli farmasotikler, tarim kimyasallar1 ve pestisitler i¢in kiral

yapt bloklarinin sentezinde kullanilabilirler (Hasan et al., 2006).

1.10.2. Sentez

1.10.2.1. Diisiik ve orta molekiil agirhikh esterler

Geranil asetat, isoamil biitirat ve benzil propionat gibi diisiik molekiil agirlikli
esterler, temel olarak tat ve aroma kalitesini gelistirmek icin kullanilmaktadirlar.
Ornegin, biitil laurat seftali ve kayis1 tatlarmi vermek igin, etil biitirat ananas lezzeti

icin kullanilir. Bazi ugucu esterler parfiimlerde, kozmetikte ve sabunlarda yaygin
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olarak kullanilmaktadir. Bu esterler lipazlar kullanilarak hazirlanmaktadirlar

(Gandhi, 1997).

1.10.2.2. Poliesterler

Dimetil terephthalate, vinil asetat, butil akrilatin polimerleri plastiklerde,
kaplamalarda, yapistiricilarda ve laminatlarda kullanilmaktadir. Diisodesil fitalat ve
ditriodesil fitalat boyalarda, cilalarda ve kaplamalarda kullanilmaktadir. Boyle
poliesterlerin esterleri (monomerleri) lipazlar tarafindan sentezlenmektedir (Gandbhi,
1997).

1.10.2.3. Besinler

Lipazlar, monolaurin gibi monogliseritlerin, seker esterlerinin ve O-agil-L-homoserin
gibi yag acil amino esterlerin sentezinde kullanilirlar. Bu bilesikler besinlerde
emiilsifiye edici olarak kullanilmaktadir. 3-Stearoil D-glukoz gibi seker agil esterleri

ekmeklerin yumusatilmasinda kullanilmaktadir (Gandhi, 1997).

Bazi mono-, di- ve trigliseritler, lipazlarin transesterifikasyon 6zelligi kullanilarak
tiretilmektedir. Zaks ve Gross (1990) Pseudomonas fluorescens 'in lipazini bu amagla
kullanmiglardir. Nakai et al. (1991), hidrojenlenmis balik yag ile aycicegi yagi gibi
doymamis yag asitleri iceren yaglarin transesterifikasyonu ile margarinleri elde

etmislerdir (Gandhi, 1997).

1.10.2.4. Farmasotikler ve kozmetikler

Oktanoik ve dekanoik asitlerin mono-, di- ve trigliseritleri kozmetikte sa¢ boyasi ve
parfiim bazi olarak, banyo malzemelerinde ve farmasdtiklerde kullanilmaktadir.

Bunlarin ayn1 zamanda insanlarda safra taslarini ¢6zdiigli de bilinmektedir.

Mentil salisilat, pek ¢ok bronzlasma iiriiniinde giines koruyucu olarak kullanilir.
Sorbitol ile laurik ve stearik asitin seker monoesterleri antitiimor etkiye sahiptir.

Oleil monooleat, banyo yaglarinda, kozmetik krem ve losyonlarda, sag iiriinlerinde,
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makyaj Uriinlerinde, cilt {irlinlerinde, farmasotiklerde kullanilmaktadir (Gandhi,

1997).

1.10.2.5. Farkh uygulamalar icin ara iiriinlerin sentezi

Lipazlarin katalizledigi alkolizis, oleokimyada degerli ara iiriinler olan yag asidi alkil
esterlerinin iiretiminde kullanilir. Menalone-lactone, endo- ve ekzo-brevicomin gibi
optikce aktif dogal {irlinler lipazlar tarafindan da sentezlenebilir. Optik¢e aktif florid
iceren poliesterler, Alcaligenes ve Achromobacter lipazlarinin stereospesifik
esterifikasyonu ile hazirlanmaktadir. Bu esterler vitaminler, kardiotonikler ve
antibiyotikler i¢in ara {iriin olarak kullanilmaktadir. Bu islem i¢in Kitatsume ve

Kokusho (1990) patent almislardir (Gandhi, 1997).

1.10.2.6. Siit endiistrisi ve sekerleme

Lipazlarin katalizledigi sentezlerden en ¢ok bilineni, yaglarin interesterifikasyonu ile
istenilen ozelliklere sahip sentetik trigliseritlerin iiretilmesidir. Bu uygulamalardan
biri cikolata ve sekerlemelerin 6nemli bir bileseni olan kakao yaginin hurma

yagindan iiretilmesidir (Gandhi, 1997).

1.10.2.7. Peptit sentezi

Lipazlar amid/peptit baglar1 (C-N) iizerine de etki edebilmektedirler. Bununla
birlikte, proteazlarin aksine lipazlar D-amino asitlere de etki edebilirler, bdylece
baglangic materyali olarak hem D- hem de L- konfigiirasyonlarin1 kullanarak
penisilin G ve diger penisilin analoglarinin peptit dnciillerinin sentezini yapabilirler.

Bunu proteazlarla yapmak miimkiin degildir (Gandhi, 1997).

1.10.2.8. Biyodizel iiretimi

Fosil yakit kaynaklarinin sinirli olusu (ve hizla tiikkenmesi), ham yag fiyatlarinin
artmast ve c¢evre sorunlart nedeniyle bitkisel yaglar alternatif yakit olarak

arastirtlmaya baglanmistir (Hasan et al., 2006).
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Metanol ve etanol ile yaglarin lipaz katalizli alkolizisi sonucu metil ve etil esterler
olusur ve bunlar dizel yakitlarin yerini alabilecek 6nemli bilesenlerdir. Bu konuda
pek ¢ok calisma yapilmistir. Ornegin, Pseudomonas cepacia’nin immobilize lipazi
soya yaginin metanol ve etanolle transesterifikasyonunda kullanilmistir (Noureddini

et al., 2005).

1.11. CALISMANIN KAPSAMI VE AMACI

Lipolitik enzimlerin ve oOzellikle lipazlarin organik ¢oziiciiler karsisinda direngli
olduklar1 ve ayrica lipazlarin cesitli deterjanlara da katildiklar1 ve yikama
kosullarinda stabil ve aktif olan enzimlerin endiistride biiyiilk 6neme sahip olduklari
bilinmektedir. Ancak yine de lipolitik enzimlerin gesitli kimyasal ajanlar karsisindaki
stabiliteleri oldukca degiskenlik gostermektedir ve halen endiistride sert reaksiyon
kosullart karsisinda stabil ve aktif olan enzimler biiyiik ragbet gérmektedir. Bu
calisma sonucunda gida, deterjan, deri, ilag, biyoyakit ve kagit endiistrisi gibi pek
¢ok biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek potansiyelde bir enzim elde

edilmesi amaglanmaktadir.

Bu calismada ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Stoklari’nda
kayith bulunan cesitli dogal kaynaklardan izole edilmis 201 adet termofilik bakteri
(Bagbiilbiil, 2009) lipolitik aktiviteleri agisindan taranarak en iyi lipaz iireten izolatin
belirlenmesi ve bu izolatin en iyi enzim tiretimini ger¢eklestirdigi kiiltiir kosullar1 ve
enzimin lokalizasyonunun saptanmasi amaglanmistir. Enzim saflastirilarak enzimin
optimum sicaklik ve pH’1 ile sicaklik ve pH stabiliteleri, enzim aktivitesi iizerine
substrat konsantrasyonunun, g¢esitli metal iyonlarinin, inhibitorlerin, organik
¢oziiciilerin ve deterjanlarin etkisinin ve son olarak enzimin substrat spesifitesi ve

pozisyon spesifitesinin belirlenmesi amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. LiPAZ URETIMIi

Mikroorganizmalardan lipaz iiretiminde ¢ogunlukla sivi kiiltiirler kullanilmaktadir.
Lipaz tretiminde optimum kiiltir kosullarinin ve besin gereksinimlerinin
belirlenmesine yonelik pek cok calisma yapilmaktadir. Bu calismalardan bazilari

Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
2.2. LIPAZLARIN SAF LASTIRILMASI

Birgok caligmada mikrobiyal kaynaklardan lipazlarin saflagtirilmasi amaciyla g¢esitli
saflastirma  teknikleri kullanilmistir (amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz,
ultrafiltrasyon, jel filtrasyon kromatografisi, iyon degisim kromatografisi, affinite
kromatografisi, hidrofobik etkilesim kromatografisi). Bu arastirmalarda, saflagtirma
tekniklerinden biri veya birkaginin birlikte kullanilmasiyla, bu enzimler kismen veya

tamamen saflagtirilmistir.

Saprofitik bir askomiset olan Ophiostoma piliferum’dan sirasiyla hidrofobik
etkilesim kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi ile 60 kDa ve 52 kDa
molekiiler agirliga sahip iki lipaz saflastirilmistir. Calismada % 33 verimle 100 katlik
bir saflastirma elde edilmistir (Brush et al., 1999).

Rhizopus oryzae’den 32 kDa molekiiler agirliga sahip bir lipaz saflagtirilmustir.
Saflastirmada sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, iyon degisim kromatografisi, jel
filtrasyon kromatografisi ve ikinci kez iyon degisim kromatografisi kullanilmis ve

enzim % 22 verimle 1260 kat saflastirilmistir (Hiol et al., 2000).

Pseudomonas aeruginosa LST-03’iin lipazi sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
iyon degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim kromatografisini kullanarak %
12,6 verimle 34,7 kat saflastirilmistir. Lipazin molekiil agirhigi SDS-PAGE ile 27,1
kDa olarak belirlenmistir (Ogino et al,. 2000).
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Cizelge 2.1 Lipaz iiretimi iizerine kiiltiir kosullarinin etkisi
Kullanilan aktivite
Organizma Karbop AZOtV Sicakhik PH ol¢iim yontemi Kaynak
Kaynag Kaynag1 ve substrat
Alternaria Metil oleat (50 mM) Florimetrik, Berto et al
€ (1,64 U/mL) - 25 °C 5,50 Umbelliferil (UMB) .
brassicicola 1997
oleate
Zeytin yag1 (% 0,1) + n-hekzadekan (%
1,5) . 0
Acinetobacter (~ 26 U/mL) T\;g;ne(kgé?(: 30 °C 70 pH-stat Chenetal.,
radioresistens n-hekzadekan (% 1,5) (% 0,5) ’ zeytin yagt 1998
(~ 34 (U/mL) '
pPNPC8 ile;
Glukoz (%0,2) + Tween80 (%0,1)
(LCB 38-60 U/L,
LCB 39-95,3 UL, 50°C .
LCB 38, LCB 40- 117,2 U/L). (LCB 4 Spektrofotometrik,
(LCB 38,39) p-nitrofenil kaprilat .
LCB 39, 39, 40) Fakhreddine et
. - NH4CI (% 0,1) (pNPCS8)
LCB 40 (Bacillus pNPP ile; . . . al., 1998
: . . 6,4 p-nitrofenil palmitat
licheniformis) Tween 80 (%1) 30°C (LCB 40) (bNPP)
(LCB 38-86 UIL, (LCB 38) P
LCB 39-75 U/L,
LCB 40-90,7 U/L)
Glukoz (% 0,2) + Tween 80 (% 0,1)
(10,3 U/mL)
Glukoz (% 0,2)
(15 U/mL) . .
Strain MAS2 Glukoz (% 0,2) + Triolein (% 0,1) | NH,CI (%0,1) 50 °C 7.4 Spektrofotometrik, Kademi et al,
(145 UimL) pNPC8 1999a

Tween 80 (% 0,1)

(7,8 U/mL)
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Kullanilan aktivite

Organizma l}((:r::[]l KaAZr?;'l Sicaklik pH olgiim yontemi Kaynak
ynag ynag ve substrat
Bacillus circulans Fruktoz (0,33M) Yﬁgsizeé(&a)\kt 50 °C (42.2 8,1 (69 U/L) Spektrofotometrik, Kademi et
MAS2 (73 U/L) (8'6 UiL) U/L) ‘ pNPC8 al.,1999b
Aspergillus Misir yag (%2) Kazein (%0,1) 37 0C 9,0 Titrimetrik, Gulati et al.,
terreus (1790 UIL) (6130 U/L) (4010 U/L) zeytin yag1 1999
Palmitik asit (2g/L) o ]
Candida rugosa (5,3 U/mL hiicre dist, (NH,),S0, 30 °C 6.2 Turb_ldlmetrl, Dalmau et al.,
52 U/ghgere hiicreye bagl) triolein 2000
Bacillus circulans Tween 80 (% 0,1) (7,45 U/L) Yeast ekstrakt 50 °C 75 Spektrofotometrik, Kademi et al.,
Triolein (% 0,1) (3,08 U/L) (% 0,5) pNPC8 2000
Bacillus . < o Spektrofotometrik, .
thermoleovorans Ze}(lglé ﬁ‘/gr:](l_f’l) Yeg;t gk:;r)akt 65 °C 6,0 p-nitrofenil laurat Ma;rozsggg et
IHI-91 ' oY (pPNPL) "
Kazein pepton
(% 1)+
Lactobacillus Laktoz (%1) Meat ekstrakt 30 °C 70 Spektrofotometrik, Choi ve Lee,
casei CL96 (1016 U/mL) (% 1) + ’ pNPC8 2001
Yeast ekstrakt
(%0,5)
, : Susam yagt (%0,5) (0,889 U/mL) Spektrofotometrik, Maia et al.,
Fusarium solani (0,45 U/mg) NaNOj; (% 0,3) 28°C 55 ONPP 2001
Tween 80 (% 0,2) (17 U/mL) Tripton (% 1) +
Acinetobacter Zeytin yag1 (% 0,08) Yeast ekstrakt pH-stat .
radioresistens o (2,5 U/mL) (% 0,5) + 30°C 70 zeytin yagi Lietal., 2001
Oleik asit (% 0,06) (2,3 U/mL) NH,CI (% 0,1)
Tween 80 (% 0,5) + Pepton (% 0,5) + - ]
Geobacillus sp. ( ) Beef ekstrakt 70 °C 9,0 Spektrofotometrik, Abdel-Fattah,

Zeytin yag1 (% 6) (495 U/L)

(% 0,3)

PNPP

2002
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Kullanilan aktivite

Organizma l}((:r::[]l KaAZr?;'l Sicaklik pH olgiim yontemi Kaynak
ynag ynag ve substrat
Aygicek yagi (%1)
Yarrowia (57,9 U/mL, 7,9 U/mg) . o pH-stat, Dominguez et
lipolytica Tribiitirin (%1) Ure (% 0.2) 30°C 6,0 zeytin ya, tribiitirin al., 2003
(32,9 U/mL, 61,1 U/mg)
. . N Pepton (% 1 Titrimetrik, Cihangir ve
Aspergillus sp. Zeytin ya@ (% 1) (15,3 U/mL) i e LS /rfm_)) 30°C 55 oyt yog Sankayg e
Salata yag1 (%1) 0
Pseudomonas (~0,3 U/mL) NH“NOi(/O 04) Spektrofotometrik, Hasanuzzaman
aeruginosa veya Yeast ekstrakt 25°C 70 PNPS et al., 2004
T1 (lipaz) Oleik asit (%0,2) (% 0,01) (p-nitrofenilstereat) N
(~0,35 U/mL)
. Yeast ekstrakt
Acinetobacter Tween 80 (% 0,3) (% 0,75) 30 °C 7.0 pH-stat Li et al., 2004
radioresistens (24 UlmL) zeytin yagi
) Soya unu (yagi
Penicillium Mannitol (% 0,5) (248 U/mL) alinms) (% 4)
o L
camembertii I_'aktoz (VA) ((),’5) (2414 UfmL) (128,4 U/mL) 28°C 6,5 Kolor'lmetrulk, Tan et al., 2004
Thom PG-3 Jojoba yag1 (% 0,5) (422 U/mL) (NH,),S,06 zeytin yagi
Tween 60 (% 0,1) (270 U/mL) (132 U/mL)
70°C
Th Yeastekstrakt | 0 g e Spektrofotometrik Domi t
ermus . 0 east ekstra dis, pektrofotometrik, ominguez e
thermophilus Trypticase (% 0.8) (%0,4) 110 UIL hitere 75 pNPL al., 2005
ici)
Bacillus Pepton (% 0,5) +
coagulans Rafine hardal yag1 (%1) (0,68 U/mL) yeast ekstrakt 55 oC 8,5 (~0,85 Spektrofotometrik, Kumar et al.,
BTS.3 (%0,5) u/mL) pNPP 2005

(0,67 U/mL)
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Kullamlan aktivite

Organizma I'é:r::[‘l KaAZl?;Vl Sicakhik PH ol¢iim yontemi Kaynak
ynag ynag ve substrat
0,

Bacillus epton i/o 0%) Spektrofotometrik, Torres et al

licheniformis S-86 3-metilbiitan-1-ol (%0,4) yeast ekstrakt 50 °C - p-nitrofenil kaproat 2005 B
(5,96 U/mg) (% 0,15) (PNPC6)
. - Meat pepton
- Zeytin yag1 (%]1) o o

Penicillium (Svi kiiltiir 12 U/mL, (%2) + s0°C 55 Titrimetrik de Azeredo et

restrictum Katn kiiltiir 17 Ulg) Yeast ekstrakt al., 2007

at1 kultar g (%0,1)
Pepton (% 0,5) + . <

Bacillus sp. Triolein (% 1) (138,4 U/mL) yeast ekstrakt (% 30 °C 6,0 Spektrofotometrik, | - Ertugrul etal.,

0,3)

PNPP

2007
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Acinetobacter sp. RAG-1 lipazinin iyon degisim ve hidrofobik etkilesim
kromatografileri kullanilarak % 22,4 verimle 10,7 kat saflastirildigi bildirilmistir.
Lipazin molekiil agirligit SDS-PAGE ile yaklasik olarak 33 kDa olarak bulunmustur
(Snellman et al., 2002).

Pseudomonas mendocina PK-12CS’nin lipaz1 aseton ¢oktiirmesi ve iyon degisim
kromatografisi ile % 14,8 verimle 241 kat saflagtirilmis ve SDS-PAGE ile 80 kDa

molekiiler agirliga sahip oldugunu saptanmustir (Jinwal et al., 2003).

Kojima ve Shimizu (2003), Pseudomonas fluorescens HU380’nin lipazini sirasiyla
hidrofobik etkilesim kromatografisi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi adimlarindan gegirerek % 14 verimle 24,3 kat saflastirmislardir.

Enzimin molekiiler agirligi 64 kDa olarak saptanmistir.

Aspergillus carneus’un lipazi amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben hidrofobik
etkilesim kromatografisi ile 24 kat ve % 38 verimle saflastirilmistir. Lipazin 27 kDa

molekiiler agirliga sahip oldugu bulunmustur (Saxena et al., 2003b).

Bacillus coagulans BTS-3’iin lipazi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim
kromatografisi ile 40 kat ve % 2,5 verimle saflastirilmis ve enzimin molekiil agirlig
31 kDa olarak belirlenmistir (Kumar et al., 2005).

Bacillus cereus C71’in lipaz1 sirasiyla amonyum siilfat ¢oktiirmesi, hidrofobik
etkilesim kromatografisi ve daha sonra ard arda ii¢ kere iyon degisim kromatografisi
adimlarindan gegirilerek % 18 verimle 1092 kat saflagtirilmistir. Enzimin molekiil

agirligi ise 42 kDa olarak bulunmustur (Chen et al., 2007).

Singh ve Banerjee (2007), Pseudomonas aeruginosa’nin lipazini sirasiyla aseton
coktiirmesi, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile % 2,1
verimle 21,5 kat saflastirmislar ve enzimin molekiil agirhigint 59,4 kDa olarak

saptamiglardir.
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Pseudomonas aeruginosa PseA’nin lipazi jel filtrasyon kromatografisi ile % 51,6

verimle 8,6 kat saflastirilmis ve enzimin molekiil agirligi 60 kDa olarak saptanmistir
(Gaur et al., 2008).

Aureobasidium pullulans’in lipazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi kullanilarak % 4,8 verimle 3,4 kat
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin molekiil agirligr 63,5 kDa olarak bulunmustur

(Liu et al., 2008).

Aspergillus niger NCIM 1207’nin lipazi amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben
hidrofobik etkilesim ve jel filtrasyon kromatografi adimlarindan gegirilerek % 54
verimle 149 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin monomerik bir protein oldugu

ve 32,2 kDa molekiil agirligina sahip oldugu bildirilmistir (Mhetras et al., 2009).

2.3. LIPAZLARIN AKTIVITESI VE STABILITESI UZERINE pH
VE SICAKLIGIN ETKIiSi

Bir enzimin substrati veya inhibitorii arasindaki molekiiler etkilesim temelde bir ¢ok
yiizey temaslari ile ger¢ceklesmektedir. Dogadaki proteinlerde, 10-15 A° araligindaki
i¢ molekiiler kuvvetlerin timii elektrostatiktir. Proteinin elektrostatik etkisi ortam
pH’sina bagli olarak degisir. Enzimler, fonksiyonlari i¢in, aktif pH aralifinda uygun
protonlanma durumuna sahip, katalitik amino asitlere ihtiya¢ duyarlar. Coziiciiniin
dielektrik sabitesi, iyonik giicii ve diger yiikli amino asitlerin yakinlig1 gibi cesitli
faktorler, bu katalitik amino asitlerin yiik durumunu etkiler. pH’daki degisim
katalitik  amino asitlerin protanlanmis ve protonlanmamis formlarinin 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 i¢in anahtar bir dneme sahiptir. Lipazlarin optimum
pH’lar tiirler arasinda degismekle birlikte lipaz enzimleri genellikle alkali pH
degerlerinde optimum aktivite gostermektedirler (Fojan et al., 2000). Bu enzimlerin
pH stabiliteleri optimum pH degerleriyle iliskilidir. Bununla birlikte enzimlerin
genellikle aktivite gosterdikleri pH aralifindan daha genis bir pH araliginda stabil

olduklar1 goriilmistiir. Mikrobiyal lipazlarin optimum sicakligi tiirler arasinda
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degismekle birlikte bakteriyal kaynakli enzimlerin daha yiiksek sicakliklarda aktivite
gosterdikleri bilinmektedir. Mikrobiyal lipazlarin sicaklik stabilitelerinin  de

genellikle optimum sicakliklariyla iliskili oldugu goriilmiistiir.

Bacillus sp. J 33 lipazmin optimum aktivitesini 60 °C’de ve pH 8,0-8,5 arasinda
gosterdigi bildirilmistir. Enzim pH 7,0-9,5 arasinda 30 dakika stabilitesini korumus
ve pH 6,8 ve pH 10,0’da aktivitesinin % 75’ini korumustur. Enzim 60 °C’de 30
dakika inkiibasyon sonunda aktivitesinin tamaminit korurken 70 °C’de % 50’sini

koruyabilmistir (Nawani et al., 1998).

Imamura ve Kitaura (2000) Bacillus sp. H-257’nin monoagilgliserol lipazinin
optimum aktivitesini pH 7,5 ve 75 °C’de gosterdigini belirlemislerdir. Enzim pH 7,0-
10,0 arasinda 70 °C’de 10 dakika stabilitesini korumustur. Enzimin 60 °C’ye kadar
stabilitesini 10 dakika korudugu fakat bu sicakligin {izerinde inaktive oldugu
bildirilmistir.

Pseudomonas aeruginosa LST-03’den elde edilen lipaz, maksimum aktivitesini pH
6,0-7,0 arasinda gostermistir. Enzim farkli pH’lardaki tamponlarla 30 °C’de 10
dakika inkiibe edilmis ve pH 5,0-8,0 arasinda stabil oldugu bildirilmistir. Enzim,
yaklasik 37 °C’de maksimum aktivite gostermis ve 60 °C’nin iizerinde neredeyse hi¢
aktivite gdzlenmemistir. Enzim farkli sicakliklarda 10 dakika inkiibe edilerek kalan
aktivitesi tayin edilmis ve 40 °C’nin altinda stabil kaldigr ve 70 °C’nin iizerinde

inaktive oldugu goriilmiistiir (Ogino et al., 2000).

Acinetobacter sp. RAG-1’in lipaz1 (LipA) pH 8,0-10,0 arasinda iyi bir aktivite
gostermekle birlikte optimum aktivitesini yaklagik olarak pH 9,0’da ve 55 °C’de
gostermistir. LipA, pH 5,8-9,0 arasinda 20 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda

aktivitesinin tamamini korumustur (Snellman et al., 2002).

Pseudomonas mendocina PK-12CS’den elde edilen lipaz optimum aktivitesini pH
8,0’de gostermis ve pH 8,6’nin {izerinde ve pH 7,6’nin altinda aktivitesi hizla
diismiistiir. Enzimin genis bir pH araliginda stabil oldugu (pH 5,6-9,0) bildirilmistir.

Enzimin maksimum aktivitesini 37 °C’de gosterdigi ve bu sicaklifin iizerinde
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aktivitenin hizla diistigli belirlenmistir. Enzim 45 ve 57°C sicakliklarda 1 saat
inkiibasyon sonunda aktivitesinin sirastyla % 50 ve 25’ini korurken oda sicakliginda

bir ay stabil kaldig: bildirilmistir (Jinwal et al., 2003).

Bacillus megaterium lipazinin pH 5,0-7,0 arasinda yiiksek aktivite gostermekle
birlikte maksimum aktivitesini pH 6,0°da gosterdigi bildirilmistir. Enzimin pH 5,0-
8,0 arasinda 1 saat boyunca stabil kaldigi, pH 4,0°de aktivitenin % 70’ini korurken
pH 3,0’de tamamen inaktive oldugu bildirilmistir. Enzimin optimum sicakliginin
55°C oldugu ve 30-60°C arasinda stabilitesini biiyiik oranda korudugu bildirilmistir
(Lima et al., 2004).

Pseudomonas sp. S5 lipazinin optimum aktivitesini pH 9,0’da gosterdigi ve pH
6,0’nin altinda ve 10,0’un {istiinde aktivitenin 6nemli oranda diistiigli bildirilmistir.
Enzimin pH 7,0-9,0 arasinda 30 dakika boyunca stabilitesini korudugu ancak pH
10,0-12,0 arasinda aktivitenin dnemli oranda diistiigii belirtilmistir. Enzim pH 7,0 ve
8,0°de aktivitesinin sirasiyla % 64 ve 86’sin1 korurken pH 6,0’da aktivitenin % 80’1
kaybolmustur. Pseudomonas sp. S5 lipazi maksimum aktivitesini 45°C’de
gosterirken 37°C ve 50°C’de maksimum aktivitenin sirasiyla % 86 ve 52’si
korunmustur. Enzimin 45 °C’nin altinda 30 dakika boyunca stabil oldugu, 50°C’de
aktivitenin yaklagik % 80’1 korunurken 55°C’de 2 saat inkiibasyon sonunda

aktivitenin tamamen kayboldugu bildirilmistir (Rahman et al., 2005).

Bacillus sphaericus 205y’nin lipazt maksimum aktivitesini pH 7,0-8,0 arasinda
gostermistir. Enzim genis bir pH araliginda (pH 5,0-13,0) 37°C’de 30 dakika
stabilitesini korumustur. Enzim optimum 55°C’de aktivite gostermis, 60 ve 70°C’de
30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesinin sirasiyla % 28 ve 35’ini korumustur.
Enzimin 45°C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 50°den fazlasini

koruyarak stabilitesini korudugu bildirilmistir (Sulong et al., 2006).
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Acinetobacter sp. ES-1 lipazinin optimum pH 7,0’de aktivite gosterdigi ve pH 6,0-
8,0 arasinda stabilitesini korudugu bildirilmistir. Enzim maksimum aktivitesini 40
°C’de gostermis ve 50 °C’de 30 dakika sonunda aktivitesinin yaklasik % 50’sini
korumustur (Lee et al., 2006).

Bacillus sp. lipazinin pH 7,0-9,0 arasinda aktivite gosterdigi ve optimum pH’inin 8,0
olarak belirlendigi bildirilmistir. Enzimin pH 7,0-8,5 arasinda stabilitesini korudugu
gbzlenmistir. Enzim optimum 60 °C’de aktivite gdstermis ve 60 °C sicakliga kadar 1
saat stabil kalmistir. Enzim aktivitesi 70 °C’nin {izerinde ani bir diislis gostermistir

(Nawani ve Kaur, 2007).

Pseudomonas aeruginosa lipazinin pH 7,0-9,0 arasinda 48 saat stabilitesini korudugu
ancak pH 6,0’da 48 saat sonunda aktivitede % 33’liik bir kayip oldugu bildirilmistir.
Enzim pH 10,0°da 3 saat sonunda aktivitesinin yaklasik yarisini kaybetmistir (Singh
ve Banerjee, 2007).

Yarrowia lipolytica lipazinin optimum pH 8,0’de aktivite gosterdigi ve bu pH’nin
tizerinde aktivitenin hizla diiserek pH 9,0’da ancak % 20’lik bir aktivitenin
gozlendigi bildirilmistir. Enzimin pH 4,0-10,0 arasinda 25°C’de 3 saat inkiibasyonu
sonunda aktivitesinde kayip olmadigi sdylenmistir. Enzimin maksimum aktivitesini
40°C’de gosterdigi, 45 °C’nin lizerinde aktivitenin hizla diistiigii ve 60°C’de hig
aktivitenin gézlenmedigi bildirilmistir. Enzim 30 ve 35°C’lerde 4 saat inkiibasyon
sonunda aktivitesinin sirastyla % 95 ve 83’tinii korurken 40 ve 45°C’lerde ancak %

32 ve 5’ini koruyabilmistir (Yu et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa PseA lipazinin optimum 40°C’de aktivite gosterdigi ve bu
sicaklikta 4 saat stabil kaldigi; buna karsin 50°C’de 4 saat sonunda aktivitesinin

yaklagik % 40’11 koruyabildigi bildirilmistir (Gaur et al., 2008).

Serratia marcescens ECU1010 lipazinin optimum pH’1 8,0 olarak bulunmus ve pH
6,0-9,0 arasinda stabil oldugu bildirilmistir. Enzim optimum aktivitesini 45°C’de

gostermis ve 50°C’de 1 saat sonunda aktivitesinin % 71’ini korumustur (Zhao et al.,
2008).
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Staphylococcus aureus lipazinin maksimum aktivitesini pH 9,5 ve 55°C’de
gosterdigi bildirilmistir. Enzimin pH 5,0-12,0 arasinda 24 saat stabilitesini korudugu
ve 60°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 50’sini korudugu bildirilmistir

(Horchani et al., 2009).

Pseudomonas fluorescens JCM5963 lipazi maksimum aktivitesini pH 9,0’da
gostermistir. Enzim pH 7,6-10,0 arasinda maksimum aktivitesinin % 80’den fazlasin
gosterirken pH 4,0-5,8 arasinda hi¢ aktivite gozlenmemistir. Enzim pH 5,0-9,5
arasinda 25°C’de 20 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 80’den fazlasim
korumustur. Enzimin optimum sicakligr 55°C olarak belirlenirken 50 ve 60°C’de 1
saat inkiibasyon sonunda aktivitenin sirasiyla % 90 ve % 75’1 korunmustur. Bununla

beraber 60°C’nin tizerinde aktivitede belirgin bir diisiis gézlenmistir (Zhang et al.,
2009).

2.4. LIPAZLARIN AKTIVITESI UZERINE METAL iYONLARI
VE EDTA’ NIN ETKISi

Voet et al. (1999)’nin bildirdigine gore enzimlerin yaklasik ti¢te biri katalitik aktivite
icin metal iyonlarina gereksinim duyarlar. Bunlardan birinci grubu olusturan
metalloenzimler kuvvetli sekilde baglanmis Fe*?, Fe™®, Cu*?, Zn*?, Mn*? ve Co™ gibi
gecis metallerini iceren enzimlerdir. Ikinci grubu olusturan metalle aktive edilen
enzimler ise Na*, K*, Mg*? ve Ca*? gibi alkali veya toprak alkali metalleri zayif
olarak baglayan enzimlerdir. Metal iyonlar katalitik isleme farkli yollarla yardimei
olurlar. Ya substrata baglanarak reaksiyon i¢in onun dogru yonelimini saglarlar, ya
oksidasyon sayilarindaki doniistimlii degisimlerle redoks reaksiyonlarma katilirlar

yada substratin negatif yiikiinii elektrostatik olarak kararli hale getirirler (Uslan,

1997).

Bacillus sp. J 33 lipazinin aktivitesi Mg, Na* ve Li* iyonlar: tarafindan sirasiyla %
63, 63 ve 23 oraninda artarken Hg** ve Cd*? iyonlar1 enzimi biiylik oranda inhibe
etmiglerdir. Lipaz EDTA karsisinda aktivitesinin % 40’11 korumustur (Nawani et
al., 1998).
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Bacillus sp. THLO027 lipazinin sadece Fe™® iyonlarma karst hassas oldugu ve
aktivitesinin % 54’tinii koruyabildigi bildirilmistir. Bunun yaminda, aktivitenin Cu*?
ve Co*? varliginda % 85’den fazlasi, Ca*? ve K* varliginda % 75’den fazlasi ve
I\/Ig+2, Mn*2, Zn*? ve NH," varliginda % 65’den fazlast korunmustur. Enzimin
EDTA’ya karst hassas oldugu ve bu nedenle bir metalloenzim oldugu ileri

stiriilmistiir (Dharmsthiti ve Luchai, 1999).

Rhizopus oryzae lipazinin Cu*?, Hg*? ve Fe*? tarafindan inhibe oldugu ve aktivitenin

sirastyla % 28, 16 ve 6’siin korudugu bildirilmistir (Hiol et al., 2000).

Acinetobacter sp. RAG-1 lipazinin EDTA, Hg*? ve Cu*? tarafindan kuvvetli sekilde
inhibe edildigi, Ca*?, Mg*?, Co*? Fe*® ve Rb" iyonlarmm ise aktiviteyi artirdigi
bildirilmistir (Snellman et al., 2002).

Aspergillus carneus lipazi, Mg*?, Na* ve NH," iyonlar tarafindan stimiile edilirken,
Cu+2, Cd+2, Hg+2, Zn*? ve Ph*? iyonlarinin inhibisyona neden oldugu bildirilmistir.
Enzimin EDTA tarafindan inhibe olmadigi ve bu nedenle aktivite i¢in bir kofaktore

ihtiya¢c duymadigr ileri siiriilmistiir (Saxena et al., 2003b).

Bacillus coagulans BTS-3 lipazinin Al Co*, Mn*? ve Zn*? iyonlar1 tarafindan
inhibe olurken K*, Fe*, Hg™ ve Mg™ iyonlarmin aktiviteyi artirdigi ve Na'
iyonlarinin ise aktivite tizerine herhangi bir etkisi olmadig: bildirilmistir (Kumar et

al., 2005).

Li ve Zhang (2005), Geobacillus sp. TW1’in lipaz aktivitesinin Ca*?, Mg*?, Zn*?,
Fe*? ve Fe* varliginda arttigini, fakat Cu*?, Mn*? ve Li" tarafindan inhibe oldugunu

bildirmislerdir. Enzimin EDTA karsisinda aktivitesini korudugu bildirilmistir.

Bacillus thermoleovorans CCR11 lipazmin, Na* ve Ba" iyonlarindan etkilenmedigi
fakat Mg, K* ve Li* iyonlarmmn aktivitede sirasiyla % 25, 24 ve 23’lik bir
inhibisyona yol actig1 bildirilmistir (Castro-Ochoa et al., 2005).
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B. coagulans MTCC-6375’den elde edilen metallolipazin 1 mM konsantrasyondaki
Mg+2, Cu+2, Ca+2, Hg+2, A|+3, ve Fe® iyonlar1 tarafindan aktive edilirken EDTA
tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir (Kanwar et al., 2006).

Acinetobacter sp. ES-1 lipazinin Zn*? ve Fe*® iyonlari tarafindan inhibe edildigi buna
karsin Mg ve 6zellikle Ca*? iyonlarmim enzimi aktive ettigi bildirilmistir. Enzim

ayrica EDTA tarafindan da kuvvetle inhibe edilmistir (Lee et al., 2006).

Bacillus sp. lipazi Na*, K* ve maksimum olarak Mg*? tarafindan aktive edilirken,
Cu+2, Ba+2, C0+2, Fe*? ve Cd* tarafindan inhibe edildigi ve Hg+2 tarafindan da
tamamen inaktive oldugu bildirilmistir. Enzim {izerine Li* ve Ca*?un hicbir etkisi

olmazken EDTA tarafindan inhibe edilmistir (Nawani et al., 2006).

Nawani ve Kaur (2007), Bacillus sp.’den elde edilen lipazin Cu*?, Ba*?, Co*? Fe*?,
Cd*? ve EDTA tarafindan inhibe oldugunu Hg+2’n1n ise tamamen inhibisyona yol
agtigini bildirmislerdir. Diger yandan Ca*?, Li*, Mg*? ve K**un enzimi aktive ettigi

ancak en ¢ok Mg+2 tarafindan aktive oldugu bildirilmistir.

Yarrowia lipolytica’nin lipazinin Ca*? ve Mg*? tarafindan aktive edilirken Zn*?, Ni*?
ve Cu*? tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir. EDTA’nin aktivite lizerine bir
etkisinin olmadigi ve bu nedenle enzimin bir metalloenzim olmadig ileri

stirilmiistiir (Yu et al., 2007).

Chakraborty ve Raj (2008), B. licheniformis’ den elde edilen metallolipazin Ca*? ve
Mg tarafindan aktive edildigini ve Co*?, Cu*?, Zn*? Fe* tarafindan ise inhibe
edildigini bildirmislerdir. Arastiricilar, EDTA’nin, 70 mM konsantrasyonda, lipaz

aktivitesini onemli oranda inhibe ettigini soylemislerdir.

Serratia marcescens ECU1010°dan elde edilen lipazin Fe*?, Fe*® ve Zn*? digindaki
pek c¢ok metal iyonuna karsi aktivitesini biiyilk oranda korudugu bildirilmistir.
Enzimin EDTA tarafindan Onemli oranda inhibe oldugu ve bu nedenle bir

metalloenzim olabilecegi s6ylenmistir (Zhao et al., 2008).
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2.5. LIPAZLARIN AKTIiVITESI UZERINE iNHIiBiTORLERIN
ETKISI

Reaksiyon mekanizmalarinin aydinlatilmasinda en Onemli adim enzim aktif
merkezinde yer alan amino asit yan zincirlerinin saptanmasi ve konumlarinin
belirlenmesidir. Bu amino asitler baglanma merkezi ve katalitik merkez olarak gorev
alirlar. X-151m1 yontemleri bu iki grup amino asidi belirlemede ¢ok yararlidir. Ancak
yontem enzim-substrat kompleksinin yeterince kararli oldugu smirli sayida érnege
uygulanabilmistir. Sadece belirli, 6zel bir ¢evrede yer alan amino asit yan zincirleri
ile se¢imli olarak reaksiyon veren birkac¢ reaktif bilinmektedir (Uslan, 1997). Bu
reaktiflerin basinda serin yan zincirleriyle reaksiyona giren fenil metil siilfonil floriir
(PMSF) gelmektedir. Estrerazlar ve lipazlar genelde katalizden sorumlu olan aktif
bolgelerinde serin amino asidi igerirler. Esterazlar PMSF tarafindan kuvvetle inhibe
edilirken lipazlar genellikle inhibisyona ugramazlar ya da ¢ok az inhibisyon gézlenir.
Ciinki, lipazlar genellikle aktif bolgenin etrafin1 ¢eviren, ara-ylizey aktivasyonuyla

iliskili hidrofobik bir alana sahiptirler (Fojan, et al., 2000; Sharma, et al., 2001b).

Acinetobacter sp. RAG-1 lipazinin (LipA) 1,4- dithiothreitol (DTT) (10 mM) ve B-
merkaptoetanol (10 mM) tarafindan inhibe edilmedigi bildirilmis ve bu nedenle
enzimin aktivitesi i¢in disiilfit baglarina ihtiyag duymadig ileri siirtilmiistiir. Serin
inhibitérii olan  fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF) o6nemli bir inhibisyona yol

agmamustir (Snellman et al., 2002).

Bacillus thermoleovorans CCR11’den elde edilen lipazin serin inhibitorii olan PMSF
tarafindan kuvvetle inhibe edildigi bildirilmis ve bu nedenle aktif bolgesindeki
katalik ticliide serin amino asidinin bulundugu ileri siiriilmiistiir. Lipazin siilfidril
grubu 1inhibitérii olan P-merkaptoetanolden etkilenmedigi bildirilmistir (Castro-

Ochoa et al., 2005).

Geobacillus sp. TW1 lipazinin 1 mM B-merkaptoetanol, PMSF, DTT ve SDS ile 40
°C’de 15 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesini biiyiikk oranda korudugu
bildirilmistir (Li ve Zhang, 2005).
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Natronococcus sp. lipazinin PMSF ile 40 °C’de 90 dakika inkiibasyon sonunda
aktivitesinin neredeyse tamamini kaybettigi bildirilmis ve bu nedenle enzimin aktif

bolgesinde serin amino asidinin bulundugu ileri siiriilmiistiir (Boutaiba et al., 2006).

Bacillus sp.’den elde edilen lipazin 100 mM’lik SDS, B-merkaptoetanol, DTT ve 10
mM’lik eserin ile neredeyse tamamen inhibe oldugu, 100 mM’lik PMSF’nin ise %
40’1in iizerinde inhibisyona yol ac¢tifi bildirilmistir. Lipazin 1 M {iire karsisinda

aktivitesini korudugu sdylenmistir (Nawani et al., 2006).

Bacillus sphaericus 205y’nin lipazinin aktivitesi PMSF ile diigsmiistiir ve bu nedenle
enzimin serin hidrolazlar sinifina dahil oldugu ileri stiriilmistiir. Enzim aktivitesi -
merkaptoetanol ile aktivitesinin % 50’den fazlasini1 kaybetmistir ve distilfit baglarinin

enzim i¢in dnemli oldugu sonucuna varilmistir (Sulong et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa’ nin lipaz aktivitesinin SDS ve DTT tarafindan biiylik
oranda inhibe oldugu buna karsin B-merkaptoetanoliin enzim aktivitesinde artisa yol

actig1 bildirilmistir (Singh ve Banerjee, 2007).

Yarrowia lipolytica lipazinin 1 mM’lik B-merkaptoetanol ve DTT den etkilenmezken

bir protein denatiirant1 olan SDS’nin enzimi kuvvetle inhibe ettigi bildirilmistir (Yu

et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa PseA lipazi p-merkaptoetanolin 1 ve 8 mM’lik
konsantrasyonlar1 ile sirasiyla % 48 ve 70 oraninda inhibe olmustur ve disiilfit
baglarinin enzimin stabilizasyonunda onemli oldugu ileri siirlilmiistiir. Sistein
modifiye edici olan p-kloromerkiiri benzoat (PCMB)’nin 1 ve 8 mM’lik
konsantrasyonlarinda aktivitenin % 30 ve 20’si korunabilmistir ve sisteinin lipaz
aktivitesi i¢in 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Serin inhibit6rleri olan fenil metil
stilfonil floriir (PMSF) ve di-isopropilflorofosfat (DFP) ise ¢ok az inhibisyona yol
acmustir (Gaur et al., 2008).
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2.6. LIPAZLARIN STABILITESI UZERINE ORGANIK
COZUCULERIN ETKISi

Lipaz lizerine organik coziiciilerin etkisi lipazdan lipaza farklilik gostermektedir.
Lipazlarin  organik c¢oOziciilerdeki stabilitesi ¢esitli  organik  sentezlerde
kullanilirlarken onem tasimaktadir. Genel olarak suyla karigsan polar ¢oziiciilerin
suyla karigmayan ¢oziiciilere gore stabiliteyi daha ¢ok azalttig1 sdylense de (Nawani
et al., 1998) bunun tam tersi yonde ¢aligmalar da mevcuttur. Bu caligmalardan

bazilar1 asagida 6zetlenmistir.

Pseudomonas sp. KWI-56 lipaz1 % 50°1lik metanol, etanol ve aseton ile aktivitesinin

sirasiyla % 76, 73 ve 47’sini korumustur (Iizumi et al., 1990).

Bacillus sp. J 33 lipaz1 % 30’luk metanol, propanol, asetonitril ve dioksan ile 37
°C’de 2 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin yaklasik % 50’sini kaybetmistir.
Benzen, hekzan ve DMSO’nun ise % 60’lik konsantrasyonda enzimi aktivitesini

biiyiik oranda artirdiklart bildirilmistir (Nawani et al., 1998).

Bacillus sp. THL027 lipaz1 % 50’lik organik ¢oziiciilerle oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edilmis ve isopropanol ve metanol ile aktivitesinin % 87’sini, etanol ve
asetonitril ile % 76’sm1 ve aseton ile % 65’ini korumustur (Dharmsthiti ve Luchai,
1999).

Rhizopus oryzae lipazinin alkanlar ve uzun zincirli alkoller karsisinda (isooktan,
siklohekzan, heptan, hekzan, dodekanol, dekanol, hekzanol ve biitanol) oldukga
stabil oldugu buna karsin aseton ve kisa zincirli alkoller (metanol, etanol ve
propanol) gibi hidrofilik ¢oziiciiler tarafindan denatiire edildigi bildirilmistir (Hiol et
al., 2000).

Streptomyces rimosus lipazinin suyla karisan organik organik ¢oziiciilerin (1,4-
dioksan, tetrahidrofuran, aseton, N,N-dimetilformamid, DMSO, etanol) % 2,5’lik

konsantrasyonlarinda stimiile oldugu bildirilmistir (Les¢i¢ et al., 2001).
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Fusarium solani FS1 lipaziin aktivitesi % 50’lik n-hekzan ve toluen ile 25 °C’de 1
saat inkiibasyon sonunda artarken, etanol, metanol ve kloroform inhibisyona yol
acmustir (Maia et al., 2001).

Acinetobacter sp. RAG-1 lipaz1 (LipA) % 15 ve 30’luk izopropil alkol,
dimetilformamid, aseton, dimetilsiilfoksit, tetrahidrofuran, asetonitril ve piridin ile 30
°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. LipA’nin tetrahidrofuranin % 30’luk
konsantrasyonunda piridinin  ise her iki konsantrasyonunda stabilitesini
koruyamadigi, asetonitrilin ise yaklasik % 30’luk bir inhibisyona yol actig1
bildirilmigtir. Enzimin diger organik ¢oziiciiler karsisinda stabilitesini korudugu

belirlenmistir (Snellman et al., 2002).

Aspergillus carneus lipazinin izooktan, benzen, toluen ve ksilen ile 24 saat

inkiibasyon sonunda aktivitesini korudugu bildirilmistir (Saxena et al., 2003b).

Isopropanoliin % 50°lik konsantrasyona kadar, etanol ve asetonun ise % 80’lik
konsantrasyona kadar Bacillus megateriumun lipaz aktivitesini artirdiklari
bildirilmistir. Saf isopropanol ile aktivitenin % 97’si korunurken saf etanol ve
asetonda Onemli bir deaktivasyon gozlenmistir. Suyla karismayan organik
¢oziiciilerden n-heptan ile geri kalan aktivite % 121 iken, biitanol, toluen ve hekzan
aktiviteyi etkilememistir. Lipaz izooktan karsisinda aktivitesinin yaklasik % 30’unu

kaybetmistir (Lima et al., 2004).

Pseudomonas sp. S5 lipazinin % 25 konsantrasyondaki c¢esitli organik ¢oziiciilerle
(1-pentanol, benzen, kloroform, toluen, 1-oktanol, siklohekzan, n-hekzan, 1-dekanol,
n-dekan, n-dodekan, n-tetradekan ve n-hekzadekan) 37 °C’de 30 dakika inkiibasyon
sonunda 1-oktanol disindakilere kars1 stabilitesini korudugu ve siklohekzan, benzen
ve n-hekzan karsisinda aktivitesinin sirasiyla % 31,8, 30,6 ve 18,6 oraninda arttig1
bildirilmistir. Enzim benzen, toluen, n-hekzan ve 1-dekanol ile 2 saat inkiibasyon

sonunda ise tamamen inaktive olmustur (Rahman et al., 2005).
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Bacillus thermoleovorans CCR11’den elde edilen lipazin, % 70’lik metanol, etanol,
2-propanol ve asetonla 30 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin tamamint

korudugu bildirilmistir (Castro-Ochoa et al., 2005).

Acinetobacter sp. ES-1 lipaz1 % 10’luk DMSO, metanol, asetonitril, hekzan,
izooktan, izopropanol, dekan, hekzadekan ve 1-hekzadekan ile 30 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve DMSO disindakiler tarafindan inhibe edilmistir (Lee et al., 2006).

Bacillus sphaericus 205y’nin lipaz1 ¢esitli organik ¢oziiciilerle 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmis ve metanol, p-ksilen, n-dekan ve DMSO’ya kars1 yiiksek bir stabilite
gostermistir. Bunun yaninda, toluen ve n-dodekan ile aktivitesinin % 50’sini
asetonitril ve n-biitanol ile ~ % 70’ini, n-dodekan ile ~ % 57’sini kaybetmistir
(Sulong et al., 2006).

Bacillus sp. lipazinin aktivitesi iizerine % 30’luk organik ¢oziiciilerin etkisi
incelendiginde benzen ve hekzanin enzimi biiyiik oranda stimiile ettigi bildirilmistir.
Etilen glikol hicbir etki gostermezken etanol, metanol ve propanol yaklasik % 40
inhibisyona yol agmistir (Nawani ve Kaur, 2007).

Aspergillus niger MYA 135 lipaz1 metanol, etanol, propanol ve aseton gibi suyla
karisan organik c¢oziiciilerle 37 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin
yaklasitk % 70’ini korumustur. Suyla karismayan organik c¢oziicliler (biitanol,
hekzanol, n-hekzan ve heptan) ise enzim aktivitesinde diisiise yol agmuslardir

(Romero et al., 2007).

Yarrowia lipolytica lipazinin % 10’luk aseton, metanol, etanol, izopropanol ve
DMSO ile 30 °C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesinin neredeyse % 90’1
korudugu ancak asetonitrilin enzimi tamamen inhibe ettigi bildirilmistir. Lipaz
organik ¢oziiciilerin % 20’lik konsantrasyonlariyla inkiibe edildiginde aseton, etanol
ve izopropanol aktiviteyi tamamen inhibe ederken, metanol ile aktivitenin % 60’1 ve

DMSO ile % 95’1 korunmustur (Yu et al., 2007).
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Pseudomonas aeruginosa PseA lipazinin hem polar (DMSO, metanol, etanol ve
propanol) hem de nonpolar (benzen, toluen, ksilen, siklohekzan, hekzan, n-heptan,
izooktan, dekan, tetradekan) ¢oziiciilerin % 25°lik konsantrasyonlar1 karsisinda 24

saat stabilitesini biiyiik oranda korudugu bildirilmistir (Gaur et al., 2008).

Serratia marcescens ECU1010 lipaz1 % 10’luk DMSO, metanol, izopropanol, etanol
ve aseton ile 30 °C’de 24 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin en azinda % 85’den
fazlasin1 korumus hatta DMSO enzim aktivitesini % 8 oraninda artirmistir. Ancak

ayni ¢ozeltilerin % 50°lik konsantrasyonlari enzimi inhibe etmislerdir (Zhao et al.,

2008).

Pseudomonas fluorescens JCM5963°den elde edilen lipaz % 30’luk organik
coziiclilerle 1 ve 24 saat inkiibe edilmis ve suyla karisan organik ¢oziiciilerin hemen
hepsiyle (izopropanol, metanol, etanol, aseton ve gliserol) aktive olmustur. Enzimin
izoamil alkolle 1 saat inkiibasyonu sonunda geri kalan aktivitesi % 142 olarak
bulunmustur. Buna karsin siklohekzan, kloroform ve benzen gibi suyla karigmayan
organik ¢oziiciilerle 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin sirastyla % 80, 65 ve 33’1
korunurken, 24 saat sonunda sirasiyla % 87, 91 ve 56’s1 korunmustur (Zhang et al.,
2009).

2.7. LIPAZLARIN STABILITESI UZERINE DETERJANLARIN
ETKISI

Lipazlarin endiistrideki en yaygin kullanim alanmi deterjanlardaki kullanimlaridir. Bu
nedenle lipazlarin gesitli deterjanlar karsisindaki aktivite ve stabilitesinin bilinmesi

onemlidir. Bu konuda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.

Pseudomonas sp. KWI-56 lipazinin anyonik deterjanlardan SDS (sodyum dodesil
siilfat) ve LBS (sodyum laurilbenzensiilfonat) tarafindan kuvvetle inhibe edildigi,
sodyum kolat, sodyum deoksikolat ve sodyum taurokolat karsisinda aktivitesinin
strasiyla % 20, 37 ve 50’sini koruyabildigi bildirilmistir. Enzim aktivitesinin Tween

80 ile % 29’u ve Triton X-100 ile % 57’si korunmustur (lizumi et al., 1990).
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Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111’in lipaz aktivitesinin % 0,1’lik katyonik
deterjanlarin (SDS, sodyum tripolifosfat, sodyum dodesil benzen sulfonat, sodyum
alkilbenzen sulfonat) higbirinden etkilenmedigi bildirilmistir. Diger yandan
noniyonik deterjanlarin enzimi aktive ettikleri ve % 0,1°lik Triton X-100, Tween 80
ve Span 80 ile geri kalan aktivitenin sirastyla % 149, 111 ve 134 oldugu bildirilmistir
(Lin et al., 1996).

Bacillus thermocatenulatus lipazinin % 1’lik SDS, Lubrol PX, Tween 20 ve Tween
80 ile hizla inaktive oldugu bildirilmistir. Bununla beraber enzim CHAPS ve oktil-f-
D-glukopiranozit (OGP) ile % 40 oraninda, Triton X-100 ve kolat ile % 80 oraninda
aktive olmustur (Rua et al., 1997).

Bacillus sp. J 33 lipazinin % 0,1 Triton X-100, Tween 80, Tween 20 ve deoksikolik
asit karsisinda sirasiyla % 40, 20, 60 ve 40 oraninda stimiile edildigi buna karsin
sodyum taurokolat ve setrimitin aktiviteyi etkilemedigi bildirilmistir. SDS ise lipaz

aktivitesini tamamen inhibe etmistir (Nawani et al., 1998).

Sodyum kolat ve sodyum taurokolat 1 mM’dan 7 mM’a kadar Rhizopus oryzae
lipazinin aktivitesinde hafif bir artisa yol agarken ayni konsantrasyondaki SDS
enzimi inhibe etmistir (Hiol et al., 2000).

Bacillus sp. H-257’nin monoagilgliserol lipazinin kolat (1 ve 5 mM) tarafindan
inhibe olmadig fakat Triton X-100 (% 1,05) ve deoksikolat (5 mM) tarafindan hafif

bir inhibisyonun goézlendigi bildirilmistir (Imamura ve Kitaura, 2000).

Aspergillus carneus lipaz1 SDS (5 mM) ve N-lauroilsarkozin (15 mM) tarafindan
neredeyse tamamen inhibe edilmistir. Kolik asit 20 mM konsantrasyonda hafif bir
inhibisyona yol agarken taurokolik asit denenen tiim konsantrasyonlarda (5-20 mM)
aktiviteyi artirmigtir. Katyonik bir siirfaktan olan hekzadesil trimetil amonyum
bromid yiiksek konsantrasyonda (20 mM) lipaz aktivitesini artirirken, zwiteriyonik
bir deterjan olan CHAPS 5 mM konsantrasyonda aktiviteyi artirmis yiiksek

konsantrasyonlarda ise aktivitede ani bir diisiis goriilmiistiir (Saxena et al., 2003Db).
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Bacillus thermoleovorans CCRI11 lipazinin % 1 Triton X-100 karsisinda
aktivitesinde hafif bir artis (% 108) gozlendigi buna karsin % 1 SDS, Tween 80 ve
Tween 20’nin aktiviteyi tamamen inhibe ettigi bildirilmistir (Castro-Ochoa et al.,
2005).

Geobacillus sp. TW1 lipazinin % 0,1’lik Triton X-100, CHAPS ve Tween 20
karsisinda aktivitesini biiyiik oranda korudugu bildirilmistir (Li ve Zhang, 2005).

Rhizopus homothallicus’un lipaz aktivitesinin Tween 80, Triton X-100 ve sodyum
taurodeoksikolat tarafindan stimiile edildigi, SDS’nin ise inhibe edici bir etkisinin

oldugu bildirilmistir (Diaz et al., 2006).

Aspergillus niger lipazinin 7 mg/mL’lik SDS, Tween 80 ve biitlin ticari deterjanlar
(Henko, Surf Ultra, Ariel, Surf Excel, Tide) karsisinda stabilitesinde bir artis oldugu

bildirilmistir (Saisubramanian et al., 2006).

Yarrowia lipolytica lipazinin % 0,1°lik Tween 80 ve Span 65 ile aktivitesinde hafif
bir artis oldugu, Triton X-100 ve Span 85’in aktiviteyi etkilemedigi bildirilmistir (Yu
et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa PseA lipazinin non-iyonik deterjanlar olan Tween 80 ve
Brij 35 (% 1) tarafindan stimiile edildigi ve anyonik deterjan sodyum deoksikolatin
sadece % 10’luk bir inhibisyona yol actig1 bildirilmistir. Katyonik bir deterjan olan
setiltrimetilamonyum bromid (CTAB) ise enzimi inaktive etmistir (Gaur et al.,
2008).

Staphylococcus aureus lipazinin 20 mM’lik Triton X-100, Tween 80, sodyum kolat
ve sodyum taurokolat ile % 1’lik ticari deterjanlar (Ariel, Axion, Omino Bianco)
karsisinda aktivitesinin tamamini korudugu bildirilmistir. Enzim okside edici ajanlar
olan H,0; ve sodyum perborat (% 10) ile aktivitesinin sirasiyla % 60 ve % 70’ini
koruyarak yiiksek bir stabilite gostermistir (Horchani et al., 2009).
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2.8. LIPAZLARIN SUBSTRAT SPESIFITESI

Lipazlar, substrat spesifiteleri temelinde {i¢ gruba ayrilirlar; 1,3-spesifik lipazlar,
nonspesifik lipazlar ve belirli yag asitlerine karsi spesifite gosteren lipazlar (Gandbhi,

1997). Bu konuda yapilan ¢alismalardan bazilari asagida 6zetlenmistir.

Rhizopus oryzae lipazimin cesitli triagilgliseroller arasinda en yiiksek aktiviteyi
trioktanoine kars1 gosterdigi ve enzimin birincil ester baglarin1 hidrolizleyerek

pozisyon agisindan 1,3-spesifik lipaz oldugu bildirilmistir (Hiol et al., 2000).

Pseudomonas aeruginosa LST-03 lipazinin triagilgliseroller arasinda en yiiksek
aktiviteyi trikaproine (C6) kars1 gosterdigi ve pozisyon spesifitesi agisindan ise

nonspesifik oldugu bildirilmistir (Ogino et al., 2000).

Streptomyces rimosus lipazinin orta zincir uzunlugundaki (C8-C12) yag asidi
esterlerini tercih ettigi belirlenmistir. Enzimin doymamig yag asidi esterlerini
hidrolizleme hizinin ayni1 uzunluktaki doymus yag asidi esterlerine gore ¢ok fazla
oldugu, ayrica, cis ¢ift baglar1 trans baglara tercih ettigi bildirilmistir. Enzimin
Tween deterjanlarin (Tween 20, 40, 60 ve 80) hepsini farkli oranlarda hidrolizledigi
de bildirilmistir. S. rimosus lipazinin pozisyon spesifitesi agisindan nonspesifik

oldugu séylenmistir (Lesc¢ic et al., 2001).

Acinetobacter sp. RAG-1 lipazinin ¢esitli p-nitrofenil esterler arasinda maksimum
aktivitesini orta zincir uzunlugundaki (C6 ve C8) yag asidi esterlerine karsi
gosterdigi ancak genis bir aralikta (C2-C18) aktif oldugu bildirilmistir (Snellman et
al., 2002).

Aspergillus carneus lipaz1 ketentohumu yagi, soya yagi ve misir yagt gibi farkli
yaglara kars1 yiiksek aktivite gostermekle birlikte en yiliksek aktiviteyi aygigek
yagma karsi gostermistir. Enzim p-nitrofenil esterlerden en yiiksek aktiviteyi 12
karbon uzunlugundaki p-nitrofenil laurata karsi gostermistir. Enzimin pozisyon
spesifitesi incelendiginde trioleinin birincil ester baglarim1 hidrolizledigi ve

dolayisiyla 1,3-spesifik lipaz oldugu bildirilmistir (Saxena et al., 2003Db).
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Bacillus thermoleovorans CCR11 lipazinin gesitli karbon uzunlugundaki (C2-C18)
p-nitrofenil esterlere karsi spesifitesi incelendiginde en yiiksek aktivitesini p-
nitrofenil kaproata kars1 gosterdigi ve lipazin orta zincir uzunlugundaki substratlari

tercih ettigi bildirilmistir (Castro-Ochoa et al., 2005).

Pseudomonas sp. S5 lipazinin ¢esitli triagilgliseroller ve dogal yaglara kars
spesifitesi incelenmis ve en yiiksek aktiviteyi hurma yagina karsi gosterdigi ve bunu
hidistan cevizi yagmin izledigi belirlenmistir. Enzimin triagilgliseroller arasinda
maksimum aktivitesini en yiiksek zincir uzunlugundaki trioleine kars1 gosterdigi
bildirilmistir. Enzimin pozisyon spesifitesi ac¢isindan ise nonspesifik oldugu

bildirilmistir (Rahman et al., 2005).

Natronococcus sp. lipazinin ¢esitli karbon uzunlugundaki (C2-C18) p-nitrofenil
esterlere karsi spesifitesi incelenmis ve en yiiksek aktiviteyi pNPP (C16)’a karsi
gosterdigi bildirilmistir. Enzimin pNPP ile karsilagtirildiginda pNPA (C2)’a karst 10
kat daha az aktivite gosterdigi ve lipazin uzun zincirli yag asidi esterlerini tercih

ettigi soylenmistir (Boutaiba et al., 2006).

Acinetobacter sp. ES-1 lipazinin tercihen orta ve uzun zincir uzunlugundaki
triagilgliserolleri (C6-C16) hidrolizledigi ve kisa zincirli yag asitlerine (C2-C4) kars1
aktivite gostermedigi bildirilmistir. Enzim uzun zincirli doymus yag asidi igeren
tristearine (C18:0) kars1 aktivite gostermezken en yiiksek aktiviteyi doymamis yag
asidi igeren trioleine (C18:1) kars1 gdstermistir. Arastiricilar enzimin doymamis yag
asitlerine karsi spesifite gosterdigini ileri siirmiislerdir. Lipaz p-nitrofenil esterlerin
hidrolizinde de benzer bir davranis gostermis fakat kisa (C2-C4) veya uzun (C16-
C18) zincirli esterlerdense orta zincir uzunlugundaki esterleri tercih etmistir (Lee et

al., 2006).

Bacillus sp. lipazinin kisa zincirli triagilgliserolleri tercih etmekle birlikte uzun
zincirli triagilgliserolleri de hidrolizleyebildigi ve hidroliz sirasinda ester baglarinin

pozisyonu agisinda nonspesifik oldugu bildirilmistir (Nawani et al., 2006).
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Bacillus sphaericus 205y’nin lipazinin farkli karbon uzunlugundaki (C2-C18)
trigliseritleri  hidrolizleyebildigi fakat en yiiksek aktivitesini orta zincir
uzunlugundaki substratlar olan trikaprilin (C8) (% 77) ve trikaprin (C10)’e (% 100)
kars1 gosterdigi bildirilmistir. Enzimin kisa zincir uzunlugundaki substratlara (C2-
C6) kars1 sadece % 3 ve uzun zincirli substratlara (C14-C18) kars1 ise % 20 aktivite

gosterdigi saptanmistir (Sulong et al., 2006).

Bacillus sp. lipazinin daha ¢ok uzun zincirli triagilgliserolleri tercih ettigi ve
trigliseritlerin ester baglarin1 hidrolizlerken pozisyon agisindan nonspesifik oldugu
bildirilmistir. Trioleinin hidrolizi sonucunda son iiriin olarak 1,2-diolein, oleik asit,

1,3-diolein ve 1-monoolein olugsmustur (Nawani ve Kaur, 2007).

Yarrowia lipolytica lipazinin zeytinyagi, yalanci safran yagi gibi trigliseritlere karsi
metil yag asidi esterleri gibi hidrofilik esterlerden daha yiiksek aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Enzimin, ¢esitli metil yag asidi esterleri arasinda C12-C16 metil
esterlere kars1 daha yiiksek aktivite gosterdigi ve en yiiksek aktiviteyi metil miristata
(C14) kars1 gosterdigi bildirilmistir (Yu et al., 2007).

Pseudomonas aeruginosa PseA lipazinin tercihen uzun zincirli esterlere spesifite
gosterdigi bildirilmistir. Lipaz en yiiksek aktiviteyi ise p-NPP (C16)’a gostermistir.
Lipazin pozisyon spesifitesi agisindan nonspesifik oldugu, yani triagilgliseroliin her

ti¢ pozisyonundaki ester baglarin1 da kirabildigi bildirilmistir (Gaur et al., 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. KIMYASALLAR

Zeytinyagi, trikaprilin, triolein, tween 40 (poli(oksietilen) sorbitan monopalmitat),
tween 80 (poli(oksietilen) sorbitan monooleat), p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil
palmitat, brij-35, Luria-Bertani (LB) broth, lizozim, proteinaz K, agaroz, gliseril
trioleat, 1,3-diolein, 1,2-dioleoil gliserol ve 1-oleoil gliserol Sigma firmasindan;
misir yagl, soya yagi, badem yagi, pamuk yagi, triasetin, tribiitirin, trikaproin,
trikaprin, trilaurin, trimiristin, tripalmitin, tristearin, span 20 (sorbitan monolaurat),
span 40 (sorbitan monopalmitat), span 60 (sorbitan monostearat), span 80 (sorbitan
monooleat), p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil kaprilat, p-nitrofenil kaprat, p-nitrofenil
laurat, fenil metil siilfonil florit (PMSF), TEMED, 1,4- dithiothreitol (DTT), N-
bromo suksinamit (NBS), sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid metil-p-toluen-
sulfonat (CMC), biitanol, arabic gum, agar, rhodamine-B, pepton, tripton, jelatin,
kazein hidrolizat, skim milk, akrilamid, N,N-metilen bisakrilamid ve fenol-
kloroform-izoamilalkol Fluka firmasindan; tween 60 (poli(oksietilen) sorbitan
monostearat), sodyum dodesil siilfat (SDS), triton X-100, NH4CI, AICl3, CuCly,
BaCl,, FeCls, ZnCl,, MgCl,, MnCl,, NiCl,, NaCl, KCI, HgCl,, PbCl,, CoCl,, EDTA,
amonyum siilfat, amonyum per siilfat, amonyum nitrat, sodyum hidroksit, p-
nitrofenol, sodyum hipoklorit, B-merkaptoetanol, metanol, etanol, isopropanol,
hekzan, aseton, kloroform, gliserol, glisin, titrisol, CASO agar, triptik soy broth,
yeast ekstrakt (maya Oziitii)) ve beef ekstrakt (et Oziitii) Merck firmasindan;
ketentohumu yag1 ve siklohekzan Aldrich firmasindan; tween 20 (poli(oksietilen)
sorbitan monolaurat), 1,4-dioksan, etilen glikol ve dimetil siilfoksit (DMSO)
Panreac firmasindan; CaCl,, iire, dietileter, etilasetat, hidrojen peroksit, benzen,
toluen, ksilol, oleik asit ve sodyum asetat Riedel- de Haen firmasindan; Na,O3Se,
LiCl, sodyum taurokolat, setrimit ve 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilamonyo]-1-
propansulfonat (CHAPS) ABCR firmasindan; sodyum deoksikolat, n-oktil-f-D-
glukopiranozit ve sorbitol ACROS firmasindan; asetonitril sds firmasindan;
mannitol Lab M firmasindan; RNase AppliChem firmasindan; Taq polimeraz,

dNTP ve PCR tamponu Fermentas firmasindan saglanmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kalitatif Lipolitik Aktivite Tayini

ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Stoklari’nda kayitli bulunan
gesitli dogal kaynaklardan izole edilmis 201 adet termofilik bakteri lipolitik
aktiviteleri acisindan taranmistir. Calismaya baslanmadan once bakteri stoklari,
igerigi Cizelge 3.1°de verilen Luria-Bertani (LB) agar ortaminda 65 °C’de 24 saat
gelistirilmislerdir. Bakteri stoklari daha sonra steril kosullar altinda % 20’lik skim
milk ¢dzeltisi iceren cryotiiplere aktarilmis ve ADU Biyoloji Boéliimii Molekiiler

Biyoloji laboratuvarinda — 80 °C’de saklanmaktadir.

Cizelge 3.1 Luria Bertani (LB) agar ortaminin igerigi

Kimyasal madde Miktari
Tripton % 1
Yeast ekstrakt (maya 6ziiti)) | % 0,5
NaCl % 1
Agar % 1,5
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

Lipolitik aktivite taramasi i¢in Tween 80 ve CaCl, igeren LB agar ortami
kullanilmistir (Cizelge 3.2). Hazirlanan ortam otoklavda (Hirayama, HA-40MIV,
Japan) sterilize edilmistir ve yine steril kosullarda petrilere aktarilmistir. Stok
kiltlirlerden petrilere ¢izgi ekimi yapilarak 65 °C’deki etiivde 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerin etrafinda olusan opak zon pozitif sonug

olarak degerlendirilmistir (Smibert ve Krieg, 1994).

Cizelge 3.2 Tween 80°li agar ortami

Kimyasal madde Miktari
Tripton % 1
Yeast ekstrakt (maya oziitii) | % 0,5
NaCl %1
CaCl, % 0,01
Agar % 1,5
Tween 80 % 1
pH 7,00
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon
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Yukaridaki yonteme gore lipolitik aktivite bakimindan pozitif sonu¢ veren izolatlar
lipaz aktiviteleri agisindan tekrar yeni bir taramaya tabi tutulmuglardir. Bunun igin
ise Rhodamin-B yontemi kullanilmistir (Kouker ve Jaeger, 1987). Bu amagla
kullanilan ortamin igerigi Cizelge 3.3’te verilmistir. Arabic gum igeren LB agar
ortami ve zeytin yagi ayri olarak otoklavda sterilize edilmistir. Rhodamin-B
¢ozeltisinin % 0.1°lik stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve fitre ile sterilize edilerek zeytin
yagina eklenmis ve karistirilmistir. Bu karisim daha sonra arabic gum igeren LB
ortamina steril kosullarda eklenerek homojenizatorde 1 dakika boyunca emiilsifiye
edilmis ve petrilere dokiilmiistiir. Petrilere stok kiiltiirlerden ¢izgi ekimi yapilmis ve
65°C’deki etiivde 24-48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda petriler 350
nm’deki UV 1sik (UVP-UVGL-58) altinda incelenmistir. Floresan turuncu renk

olusturan koloniler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.3 Rhodamin-B agar ortami

Kimyasal madde Miktari
Tripton % 1

Yeast ekstrakt (maya oziiti)) | % 0,5

NaCl % 1

Arabic gum % 1

Agar % 1,5

Zeytin yagi % 2,5

pH 7,00
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

Rhodamin-B | % 0,001

3.2.2. Kantitatif Lipaz Aktivite Tayini

Kantitatif lipaz aktivite tayini iki sekilde yapilmistir. Enzim aktivitesi iizerine pH’
nin etkisi ve enzimin gercek substratlarina karsi spesifitesi ayrintilari ileride

belirtilecek olan pH-stat yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Diger biitiin denemelerde, lipaz aktivitesi substrat olarak p-NPL (p-nitrofenil laurat)
kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir (Sigurgisladottir et.al., 1993).
p-NPL etanolde 10 mM konsantrasyonda hazirlanmis ve reaksiyon karigimina final

konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde eklenmistir. Aktivite tayini enzimin optimum
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sicaklik ve pH’1 belirlenmeden Once cizelge 3.4’de belirtilen kosullar altinda
gerceklestirilmis, optimum kosullar belirlendikten sonra ise ¢izelge 3.5’deki kosullar
altinda gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda reaksiyon karisimlarina 0,25 mL 0,1
M Na,CO3 eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Karisimlar 10.000 x g ’de 15 dakika
santrifiijlenmis (Heraeus-Biofuge pico, Germany) ve siipernatantlarin 410 nm’de
kore karst absorbanslari spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan)

Olgtilmiistiir.

Cizelge 3.4 Kantitatif lipaz tayininde reaksiyon bilesenleri

Kor Ornek

0,8 mL Tris-HCI (50 mM, pH 8,00) | 0,8 mL Tris-HCI (50 mM, pH 8,00)
0,1 mL LB broth 0,1 mL enzim ¢ozeltisi

0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde) 0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde)

65 °C’ de 30 dakika inkiibasyon
0,25 mL 0,1 M Na,CO,
10.000 x g’de 15 dk santrifiij
410 nm’de spektrofotometrede 6lgiim

Cizelge 3.5 Optimum kosullar altinda standart kantitatif lipaz tayininde
reaksiyon bilesenleri

Kor Ornek
0,8 mL Glisin-NaOH tamponu 0,8 mL Glisin-NaOH tamponu
(50 mM, pH 9,00) (50 mM, pH 9,00)
?2’%) mkﬂTg:l;glO;amponu 0,1 mL enzim ¢ozeltisi
0,1 mL pNPL 0,1 mL pNPL
(10 mM, etanolde) (10 mM, etanolde)

50 °C’ de 30 dakika inkiibasyon
0,25 mL 0,1 M Na,CO,
10.000 x g’de 15 dk santrifiij
410 nm’de spektrofotometrede 6lgiim

Bir {inite lipaz aktivitesi, reaksiyon kosullar1 altinda 1 dakikada pNP-laurattan 1pmol

p-nitrofenol olusmasini saglayan enzim miktari olarak belirtilmistir.



52

Aktivitenin hesaplanmasi asagidaki formiil kullanilarak yapilmistir;

\%
VA=( .A).SF
l.e.v.t

SA = VA
"~ mg protein/mL

SA: spesifik aktivite (U/mg)

VA: volum aktivite (U/mL)

V: reaksiyon hacmi (mL)

I: 151k yolu (1cm)

&: molar absorbans katsayis1 (mM™*cm™)
v: 0rnek hacmi (mL)

t: inkiibasyon zamani (30 dk)

A: absorbans

SF: seyreltme faktorii

3.2.2.1. p-Nitrofenol’iin farkh pH’lardaki molar absorbans katsayilarinin

belirlenmesi

p-Nitrofenol (pNP)’tin farkli pH’lardaki molar absorbans katsayilarini belirlemek
icin Oncelikle pNP 50 °C’lik etiivde 24 saat kurutulmustur. Daha sonra pNP’iin 1
mM’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden pH 5,00-11,90 arasindaki
tamponlarla final konsantrasyonu 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 ve 0,05 M olacak sekilde
uygun hacimde seyreltmeler yapilmis ve 410 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Elde
edilen degerlerle absorbansa karsi konsantrasyon grafikleri ¢izilmis ve grafigin

egiminden molar absorbans katsayilar1 belirlenmistir.

3.2.3. Protein Tayini

Calisma boyunca protein tayinleri Bradford yontemi kullanilarak yapilmistir

(Bradford, M. M., 1976). Bradford yontemi Coomassie Brillant Blue G-250
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boyasinin proteinlere baglanmasi esasina dayanan bir yontemdir. Coomassie Brillant
Blue G-250 negatif yiikliidiir, bu durumda kirmizi renklidir ve 470 nm’de maksimum
absorbans verir. Boya proteindeki pozitif yiliklii 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 goére protein tayini

yapilirken kullanilan ¢6zeltiler ve standartlarin hazirlanist asagida verilmistir.

3.2.3.1. Coomassie brillant blue G250 ¢ozeltisinin hazirlanisi

Coomassie Brillant Blue G250’nin 100 mg’1t 50 mL % 95°lik etil alkolde
¢Oziilmistir. Cozelti daha sonra 100 mL % 85’lik fosforik asitle karistirilmis ve
hacmi distile su ile 1 L’ye tamamlanmistir. Boya c¢ozeltisi daha sonra filtre

kagidindan siiziilmiistiir.

3.2.3.2. Protein standartlarinin hazirlanmisi

Protein standardi olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilmistir. BSA’nin 1
mg/mL’lik stok ¢6zeltisi hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler bu stoktan 5-200 pg/mL

olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.2.3.3. Yontem

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden tiiplere 100’er pLL aktarilmis, kore ise 100 pL ultra
saf su eklenmistir. Biitiin tiiplere 5’er mL hazirlanan Coomassie Brillant Blue G-250
¢ozeltisinden eklenmis ve karistirilmistir. 1ki dakika sonra standartlar 595 nm dalga

boyunda kore karg1 okunmus ve protein standart grafigi ¢izilmistir (Sekil 3.1).

Denemeler boyunca oOrneklerin protein tayini yukaridaki yontem kullanilarak
belirlenmistir. Orneklerin protein miktarlari, protein standart egrisinden elde edilen

denklem kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 3.1 Protein standart egrisi

3.2.4. HBB-134 izolatimin 16S rRNA Analizi ile Tanilanmasi

3.2.4.1. izolatdan genomik DNA izolasyonu

HBB-134 izolatinin genomik DNA’lar1t Ronimus et al. (1997)’nin modifiye edilmis
fenol-kloroform yontemi ile izole edilmistir. Fenol-kloroform yonteminde, oncelikle
izolatin, Caso agar ortaminda (Cizelge 3.6) gecelik kiiltiirii hazirlanmstir. Ertesi giin
bu kiiltiirden tek koloni alinarak, sivi ortama ekim yapilmis ve kiiltiirler 24 saat
boyunca 65°C’de gelistirilmistir. Bu sivi kiiltiirlerden, eppendorf tiiplerine 1 mL
aktarilmigtir. 4000 x g’de 10 dakika (+4 °C) santrifiijlenen 6rneklerden iist faz atilmis
ve pellet {izerine igerigi Cizelge 3.7°de verilen lizis tamponundan 500 pL
eklenmistir. 13.000 rpm de 5 dakika (+4 °C’de) santrifiijlenen 6rneklerden {ist faz
tekrar atilmis ve tiiplerdeki pellet tizerine 75 pL lizozim (20 mg/mL) ve 425 uL lizis
tamponu eklenmistir. Tipler alt-iist edilerek karigtirllmis ve 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonra, tiiplere 20 pL RNAz A (10 mg/mL) ve 25 uL SDS (%
20’1ik) eklenerek 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 6,5 pL Proteinaz
K ile muamele edilen 6rnekler, 50 °C’de 1 saat bekletilmistir. Tiiplere fenol:
kloroform: izoamil alkol karisimindan eklenmis ve 13.000 rpm’de 5 dakika (+4 °C)
santrifiijlenmistir. Ustteki berrak faz toplanarak 1/10 (v/v) oraninda Na-asetat (3 M,
pH 5.50) eklenmis ve tiipler alt-iist edilerek karistirilmistir. Tekrar esit hacimde (v/v)
olacak sekilde izopropanol eklenerek 30 °C’ de 30 dakika bekletilen tiipler 13.000
rpm’de 20 dakika (+4 °C) santrifiijlenmistir. Ust faz atilarak pelletin iizerine 500 uL
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etil alkol (% 70) eklenmistir. 15.000 rpm’de 5 dakika (+4 °C) santrifiijlenen
orneklerden iist faz tekrar atilmig ve tiipler 50 °C’lik etiivde tutularak alkol
uzaklastirilmistir. Pellet lizerine 50 pL steril distile su eklenmis ve tiipler kullanilana
kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. Genomik DNA’y1 goriintiillemek amaciyla
orneklerin % 0.8’lik agarozda elektroforezi yapilmistir (Thermo EC330).
Elektoroforez sonunda, DNA bantlan UV (UVP LM-20E) cihaz1 ile

gorlntiilenmistir.

Cizelge 3.6 CASO agar ortaminin igerigi

Kimyasal madde Miktar:
Kazein pepton % 1,7

Soya pepton % 0,3

D (+) glukoz % 0,25
Sodyum kloriir % 0,5
Dipotasyum hidrojen fosfat % 0,25

Agar % 1,5

121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

Cizelge 3.7 Lizis tamponunun igerigi

Kimyasal madde Miktari
Tris-HCI 50 mM
EDTA 20mM
Glukoz % 0,99
0,1 M NaOH ile pH 8,00’e ayarlanir

3.2.4.2. PCR ve 16S rRNA analizi

HBB-134 susunun genomik DNA’s1 izole edildikten sonra 16S rRNA geni 341F (5'-
CCT ACG GGA GGC AGC AG3')-985R (5" GTA AGG TTC TTC GCG TT 3") ve
20F (5'- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3') ve 1390R (5'- GAC GGG CGG
TGT GTA CAA-3") primerleri kullanilarak yaklasik 1300 bp’lik bolge PCR ile
cogaltilmistir. PCR reaksiyonu karigimi 100 pL i¢in; Taq buffer (10X) 10 uL, dNTP
(10 mM) 2 pL, MgCl; (25 mM) 8 pL, Primer (100 mM) 0,4 uL, Taq polimeraz
0,6 uL, steril distile su 79 pL olacak sekilde hazirlanmistir.
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PCR tiiplerine karistmdan 30 pL dagitilmis ve 2 pL DNA eklenmistir. Tiim
amplifikasyon kosullar1 94 °C’de 5 dakikalik 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 sn
denatiirasyon, 50 °C’de 30 saniye baglanma ve 72 °C’de 10 saniye uzamadan olusan
35 siklusluk amplifikasyon ve 72 °C’de 15 dakikalik son uzamadan olusacak sekilde

programlanmistir.

Tim sekans islemlerinde sekanslanacak genler standart protokollere gore
saflastirilarak, Macrogen (Kore)’de, (ABI 3730 XL) sekans cihazinda dizi analizi

yaptirilmistir.  Sekanslar gen bankasi (www.ncbi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan

Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) programi kullanilarak karsilastirilmis ve

homolojiler belirlenmistir.

3.2.5. Anoxybacillus flavithermus HBB 134’den Lipaz Uretimi

Uzerine Kiiltiir Kosullarmin EtkKisi

3.2.5.1. Lipaz iiretimi iizerine karbon kaynaklarinin etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin enzim firetimi {izerine etkisini saptamak i¢in ¢esitli
karbon kaynaklar1 (zeytinyagi, badem yagi, misir yagi, pamuk tohumu yagi, keten
tohumu yagi, soya yagi, triolein, gliserol, zeytin atik suyu, Tween (20, 40, 60 ve 80),
glukoz, fruktoz, sukroz, laktoz) ve ticari olarak satilan bazi yaglar (ruseym yagi,
pamuk yagi (TARIS), misir yagi (SIRMA), aycicegi yagi (YUDUM), soya yagi
(SOYOLA), findik yag1i (COTANAK) ve zeytinyag (geleneksel iiretim))

kullanilmistir.

Yaglar digindaki karbon kaynaklari i¢in LB broth ortam1 kontrol (Kontrol 1) olarak
kullanilirken, yagl ortamlar i¢in % 0,5 g gum arabic i¢eren LB broth ortami kontrol
(Kontrol 2) olarak kullanilmistir. Kontrol 1 ve Kontrol 2 olarak kullanilan besi
ortamlarinin  igerigi Cizelge 3.8’de verilmistir. Karbon kaynaklar1 final
konsantrasyonlart % 0,1, 0,5 ve 1 olacak sekilde Kontrol 1 ortamina eklenmisler ve
otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmislerdir. Yaglar ise Kontrol 2 ortamina
% 0,1, 0,5 ve 1 konsantrasyonlarda eklenmis ve karistiricinin (WARING,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Commercial Blender 8011ES, USA) en yiiksek hizinda 2 dakika boyunca emiilsifiye

edildikten sonra otoklavda sterilize edilmislerdir.

HBB 134 susunun stok kiiltiiriinden LB broth iceren tiipe inokiile edilerek 65 °C’deki
etiivde (Incucell-MMM, Germany) bir gece inkiibe edilmistir. Gecelik kiiltiiriin
absorbans1 600 nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve 50 mL besi ortami igeren 250
mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile edilmistir. Kiiltiirler 65 °C’deki inkiibatorde
(Newbrunswick Scientific Innova 43, USA) 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda pNPL ile spektrofotometrik olarak hiicre

ici lipaz aktiviteleri tayin edilmis ve kuru agirliklar1 belirlenmistir.

Cizelge 3.8 Enzim iiretimi {izerine karbon kaynaklarinin etkisi incelenirken
kullanilan kontrol besiyerleri

Kimyasal madde Kontrol 1 (LB broth) | Kontrol 2
Tripton % 1 % 0,1
Yeast ekstrakt (maya 6ziitii) | % 0,5 % 0,5
NaCl % 1 % 1
Arabic gum - % 0,5
pH 7,00
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

Kuru agirliklar: belirlemek amaciyla kiiltiirler 2500 x g de 15 dakika santrifiijlenmis
(Heraeus-Labofuge 200, Germany), siipernatant atilmig ve iizerine ayni hacimde
distile su eklenerek karistirilmis ve tekrar ayni hizda santrifiijlenmistir. Bu yikama
islemi iki kez tekrarlanmistir. En son kalan pellet 80 °C’deki etiivde 24 saat

kurutulduktan sonra agirliklar 6lgiilerek hiicrelerin kuru agirliklar: tayin edilmistir.

3.2.5.2. Lipaz iiretimi iizerine azot kaynaklarinin etkisi

Enzim {iretimi tlizerine c¢esitli azot kaynaklarinin etkisini arastirmak icin LB
ortamindaki yeast ekstrakt ve tripton ¢ikarilarak bunlarin yerine ¢esitli organik (yeast
ekstrakt, tripton, pepton, kazein hidrolizat, {ire, jelatin, beef ekstrakt) ve inorganik
(amonyum siilfat, amonyum nitrat) azot kaynaklarindan % 0,5 oraninda eklenmistir

(¢izelge 3.9). En iyi enzim iiretimini saglayan azot kaynagi belirlendikten sonra en
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iyl enzim iiretiminin saglandig1 konsantrasyonu saptamak i¢in azot kaynagi % 0,5; 1

ve 1,5 oranlarinda besi ortamina eklenmistir.

HBB 134 susunun stok kiiltiiriinden LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece
inkiibe edilmistir. Gecelik kiiltiirlin absorbanst 600 nm’de 0,1 olacak sekilde
ayarlanmig ve 50 mL besi ortami1 i¢eren 250 mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile
edilmistir. Kiilttirler 65°C’deki inkiibatorde 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin pNPL ile spektrofotometrik olarak

hiicre i¢i lipaz aktiviteleri tayin edilmis ve kuru agirliklari belirlenmistir.

Cizelge 3.9 Enzim iiretimi lizerine azot kaynaklarinin
etkisi incelenirken kullanilan besi ortami

Kimyasal madde Miktar:
Zeytin yagi % 0,5
Azot kaynagi % 0,5
NaCl %1
Arabic gum % 0,5
pH 7,00
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

En iyi enzim tiretiminin saglandig1 karbon ve azot kaynagi ve oranlar1 belirlenmis ve

artik “enzim iiretim ortamm” olarak adlandirilmistir.

3.2.5.3. Lipaz iiretimi iizerine baslangic pH’ imin etkisi

Enzim iretimi tizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in “enzim iiretim ortam1” nin
pH’1 0,5 birimlik araliklarla 5,50’den 8,50’¢ kadar ayarlanmistir (¢izelge 3.10). HBB
134 susunun stok kiiltiirtinden LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibe
edilmistir. Gecelik kiiltiirtin absorbanst 600 nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve
50 mL enzim {iretim ortami igeren 250 mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile
edilmistir. Kiiltiirler 65 °C’de, 150 rpm hizda calkalamali olarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin pNPL ile spektrofotometrik olarak hiicre

ici aktiviteleri tayin edilmis ve kuru agirliklari belirlenmistir.
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Cizelge 3.10 Enzim iiretimi iizerine baslangi¢ pH’ min etkisi

Kimyasal madde Miktari
Zeytin yagi % 0,5
Pepton % 0,5
NaCl % 1
Arabic gum % 0,5
pH 5,50-8,50
121 °C” de 15 dakika sterilizasyon

3.2.5.4. Lipaz iiretimi iizerine inkiibasyon sicakhiginin etkisi

Enzim {iretimi iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in “enzim {iretim ortami” nin
pH’1 30-80 °C arasindaki sicakliklarda 6,50’e ayarlanmistir (gizelge 3.11). HBB 134
susunun stok kiiltiiriinden LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibe
edilmistir. Gecelik kiiltiiriin absorbans1 600 nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve
50 mL enzim {iretim ortami igeren 250 mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile
edilmistir. Kiltiirler farkli sicakliklarda, 150 rpm hizda calkalamali olarak 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin pNPL ile spektrofotometrik olarak

hiicre i¢i aktiviteleri tayin edilmis ve kuru agirliklart belirlenmistir.

Cizelge 3.11 Enzim {retimi iizerine inkiibasyon
sicakligimin etkisi

Kimyasal madde Miktari
Zeytin yagi % 0,5
Pepton % 0,5
NaCl %1
Arabic gum % 0,5
pH 6,50
121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

3.25.5. Lipaz iiretimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi ve lipazin

lokalizasyonu

Enzim iretimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisinin belirlenmesi amaciyla HBB
134 susu belirlenen optimum kosullarda (“enzim {iretim ortaminda” pH 6,5 ve 45 °C)

24 saat gelistirilmis ve bu silire boyunca kiiltiirden 3 saatte bir 6rnek alinmistir.
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Alinan 6rneklerin pH’1 pH-metre (Loviband pH200, Germany) kullanilarak l¢iilmiis
ve kuru agirligi tayin edilmistir. Geriye kalan 6rnek 20.000 x g’de +4 °C’de 20
dakika santrifiijlenmistir (Sigma-3K30, Germany). Siipernatant (S1) hiicre dis1
fraksiyon olarak ayrilmis, pellet (P1) ise ultra saf su ile iki kez yikanmis ve en son
ayn1 hacimde 20 mM Tris-HCI (+ 4 °C, pH 8,00) tamponunda ¢6ziilmiistiir. P1’in bir
kismu aktivite tayini i¢in ayrilmis, geri kalani sonikatér (BANDELIN SONOPULS-
HD2200, Germany) yardimiyla buzlu ortamda % 40 giigte, 4 siklusta 10 dakika
sonike edilerek 20.000 x g’de +4 °C’de 20 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
(S2) hiicre i¢i fraksiyon olarak ayrilmistir. Pellet (P2) iki kez ultra saf suda yikanmis

ve ayn1 hacimde tamponda ¢oziilerek membrana bagli aktivite tayini i¢in ayrilmistir.

3.2.6. Anoxybacillus flavithermus HBB 134 Lipazinin Saflastirilmasi

Optimum kosullarda enzim iiretimi yapildiktan sonra enzimin saflagtirma iglemlerine
gecilmistir. Enzimin hiicre i¢i olmasi nedeniyle 6ncelikle kiiltiir ortam1 20.000 x g de
4 °C’de 20 dk santrifiijlenerek hiicreler besi ortamindan ayrilmistir. Hiicreler ultra saf
suda 2 kez yikanarak en son aym hacimde 0,1 mM EDTA ve 0,5 mM 14-
dithiothreitol iceren 20 mM Tris-HCI (+4 °C, pH 8,00) tamponunda ¢oziilmiis ve
sonikator ile buzlu ortamda % 40 giicte, 4 siklusta 10 dk sonike edilerek
pargalanmistir. Karisim 20.000 x g de 4 °C’de 20 dk santrifiijlenerek pargalanmis
hiicre artiklar1 uzaklagtirilmis ve Siipernatant hiicre i¢i enzim kaynagi olarak
saflagtirma iglemleri igin kullanilmistir. Saflastirmada ilk adim olarak amonyum
stilfat ¢oktiirmesi yapilmis, daha sonra ise diyaliz yapilarak kolon kromatografisi

adimlarina gec¢ilmistir.

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri standart
kosullarda yapilmistir. Ham ekstraktin saflagtirma katsayisi 1 kabul edilmis ve diger
fraksiyonlarin spesifik aktiviteleri ham ekstraktin spesifik aktivitesine oranlanarak
saflagtirma katsayilar1 hesaplanmistir. Fraksiyonlarin % verimlerini belirlemek i¢in
ham ekstraktin verimi 100 olarak kabul edilmis ve fraksiyonlarin total aktivitesi ham

ekstraktin total aktivitesine oranlanarak % verimleri hesaplanmistir.
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3.2.6.1. Amonyum siilfat coktiirmesi

Notral  tuzlarin  ilavesiyle  presipitasyon  proteinlerin  fraksiyonlanarak
cokeltilmelerinde en c¢ok kullanilan ydntemdir. Bu sekilde ¢oktiiriilen protein
genellikle denatiirasyona ugramadigindan aktivite pelletin geri ¢oziilmesi ile geri

kazanilir (Erarslan, 2001).

Protein ¢ozeltisine ¢ok miktarda ndtral tuz ilave edildiginde, proteinlerin genellikle i¢
kisimlarinda yer alan hidrofobik gruplar etrafindaki su molekiilleri tuz iyonlari
tarafindan uzaklastirilir, bu durumda hidrofobik gruplarin birbirleri ile olan
etkilesimleri artar ve proteinler ¢okerler. Bu olaya “salting out” denir. Coktiirme
isleminde bir¢ok avantaji nedeniyle en fazla kullanilan tuz amonyum siilfattir
((NH4)2S0O4). Amonyum siilfat proteinlerin denatiirasyon, proteolizis ve bakteriyel
kontaminasyona kars1 kararliligin1 korur. Ayrica, amonyum siilfatin ¢oziintirliigii
sicaklikla ¢ok az degisir (0-30 °C) ve biiyiik miktarlarda ucuz bir sekilde saf olarak
elde edilebilir (Metin, 2007).

Kiiltiir ortamindan elde edilen hiicre i¢i enzim fraksiyonu “ham ekstrakt” olarak
adlandirilmis ve amonyum siilfat ¢oktiirme denemeleri igin kullanilmistir. Ham
ekstrakta oncelikle 0 °C’de % 20 doygunlukta amonyum siilfat eklenmis ve + 4 °C’
de 30 dakika manyetik karistiricida yavas yavas karistirilarak inkiibe edilmistir. Stire
sonunda ¢ozelti 10.000 x g de 30 dakika santrifiijlenmis ve pellet (P1) 20 mM Tris-
HCI (+4 °C, pH 8,00) tamponunda ¢oziilerek aktivite ve protein tayini igin
ayrilmistir. Stipernatanta 0 °C’de % 40 doygunlukta amonyum siilfat yavas yavas
karistirilarak eklenmis ve yukaridaki islemler tekrarlanarak elde edilen pellet (P2)
Tris-HCI (+4 °C, pH 8,00) tamponunda ¢o6ziilerek aktivite ve protein tayini igin
ayrilmistir. Daha sonra sirasiyla % 60 (P3) ve 70 (P4) doygunlukta amonyum siilfat
coktiirme islemleri yapilarak her fraksiyonda ve % 70 amonyum  siilfat
¢oktiirmesinden elde edilen siipernatantta (S4) aktivite ve protein tayini yapilmistir.

Biitiin fraksiyonlar i¢in saflastirma katsayist ve % verim hesaplanmustir.
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3.2.6.2. Diyaliz

Enzim i¢in uygun olan amonyum siilfat ¢oktiirme ytizdesi belirlendikten sonra enzim
artik o yiizdelik oranda ¢oktiiriilmiis ve elde edilen pellet uygun hacimde proteaz
inhibitorii olarak EDTA ve 1,4-dithiothreitol igeren 20 mM Tris-HC1 (+4 °C, pH
8,00) tamponunda geri ¢oziilmiistiir. Daha sonra yar1 gecirgen bir membrandan
olusan diyaliz torbasi (Seliiloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight
Cut Off 12.000 Da, 25 mm x 16mm) uygun uzunlukta kesilmis ve tek tip gdzenek
blyiikligli saglamak ve agir metal kontaminantlar1 gidermek i¢in 6n islemden
gecirilmistir (¢izelge 3.12). Diyaliz torbasina 6rnek aktarilmis ve her iki ucu
baglanmistir. Daha sonra ayni tampona karsi bir gece diyaliz edilmistir. Diyalizat bir

sonraki saflagtirma adiminda kullanilmak {izere ayrilmistir.

Cizelge 3.12 Diyaliz torbasinin 6n islemden gegirilmesi

1 % 0,3’ lik sodyum siilfit ¢dzeltisinde 80 °C’ de 1 dakika bekletilir.
2 Sicak su (60 °C) ile 2 dakika yikanir.

3 % 0,2’ lik stlfiirik asitte 1 dakika bekletilir.

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

3.2.6.3. Hidrofobik etkilesim kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi protein molekiillerinin hidrofobik gruplar ile
durgun faz arasindaki hidrofobik etkilesime dayanir. Durgun faz hidrofilik bir
polimere (dekstran veya agaroz) bagh kiiciik non-polar gruplar (butil, oktil veya
fenil) igermektedir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde ilgili proteinin
bulundugu fraksiyon yiiksek tuz derisimi igeren tampon igerisinde (genellikle
amonyum siilfat) kolona yiiklenir. Bagl proteinlerin kolondan uzaklastirilmasi ise
tampondaki tuz derisimi azaltilarak yapilir. Yani negatif tuz gradienti olusturularak
yikama yapilir. Bu yontem o6zellikle amonyum siilfat gibi tuzlarla yapilan

¢oktiirmeden sonra proteinlerin daha ileri saflastirilmasi i¢in idealdir (Metin, 2007).

Hidrofobik etkilesim kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak fenil sefaroz

CL4B ve kolon olarak 16 mL yatak hacmine sahip 1x20 cm’lik kolon (Sigma)
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kullanilmistir. Kolondan ¢ikan fraksiyonlar SmL’lik hacimlerde toplanmis ve akis
hiz1 60 mL/saat olarak ayarlanmistir. Kolon 6nce 0,2 M (NHy4),SO4 igeren 20 mM
Tris-HCI (pH 8,00, 4°C) tamponu ile dengeye getirilmistir. Kolona uygulanacak
diyalizata da aym1 konsantrasyonda (NH;),SO; eklenmistir. Ornek kolona
yiiklendikten sonra, énce 0,2 M (NHg4)2SO;, igeren 20 mM Tris-HCI (pH 8,00, 4°C)
tamponu ile yikanarak kolona baglanmayan proteinlerin ¢ikmasi saglanmistir. Bu
isleme 280 nm’de absorbans diisene kadar devam edilmistir. Daha sonra kolona 0,2
M-0 M (NH,),SO4 gradienti uygulanmis ve gradientin bitiminin hemen ardindan 280
nm’de absorbans diisene kadar tamponla yikamaya devam edilmistir. Son olarak
kolon % 30 propanol igeren 20 mM Tris-HCI (pH 8,00, 4°C) tamponu ile
yikanmustir. Propanol yikamasi ile elde edilen fraksiyonlar i¢inden aktivitesi yiiksek
olan fraksiyonlar birlestirilmis ve 20 mM Tris-HCI (pH 8,00, 4°C) tamponuna kars1
20-24 saat diyaliz edilmistir. Diyalizat 10.000 MWCO ultrafiltrasyon membrani
(Sartorius) ile konsantre edilmistir. Konsantre edilen Ornekte aktivite ve protein

tayini yapilmis ve bir sonraki adim olan jel filtrasyon kolonuna uygulanmaistir.

3.2.6.4. Jel filtrasyon kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi farklt molekiil biiyiikliigiindeki proteinlerin ayrimini
saglayan bir kromatografi seklidir. Kolon dolgu maddesi olarak ticari olarak tiretilen
kiiresel yapili ve belirli boyutta gdzeneklere sahip inert jeller kullanilmaktadir. Ornek
kolona yiiklendikten sonra belirli bir akis hizinda tamponla yikama yapilir. Farkli
boyutta molekiilleri iceren ¢ozeltide, biiyilk olan molekiiller gbézeneklerden ve
kiiresel jeller aras1 bosluklardan gegerek, kolonda hizla ilerler ve kolonu dncelikle
terk ederler. Molekiiller kii¢iildiik¢e kolonda alikonma siireleri uzar yani molekiiller
kolondan azalan biiyiikliik sirasina gore cikarak, protein karigimlarinin birbirinden

ayrilmasi saglanir.

Bu uygulamada kolon dolgu maddesi olarak Sefadeks G-100 (medium) ve kolon
olarak 100 mL yatak hacmine sahip 1x100 cm’lik cam kolon kullanilmistir.
Kolondan ¢ikan fraksiyonlar SmL’lik hacimlerde toplanmis ve akis hiz1 13 mL/saat
olarak ayarlanmistir. Kolon 0,15 M NaCl igeren 20 mM Tris-HCI (pH 8,00, 4°C)

tamponu ile dengeye getirilmistir. Hidrofobik etkilesim kromatografisinden elde
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edilerek konsantre edilen diyalizata da 0,15 M NaCl eklenmis ve kolona
uygulanmustir. Ornek kolona uygulandiktan sonra kolon 0,15 M NaCl igeren 20 mM
Tris-HCI (pH 8,00, 4°C) tamponu ile yikanarak fraksiyonlar toplanmistir. Biitiin

fraksiyonlarin 280 nm’ de absorbanslar1 6l¢iilmiis ve aktiviteleri tayin edilmistir.

3.2.6.5. SDS-PAGE ve PAGE yontemi ile enzimin molekiil agirhg: tayini ve

zimogram

Saflagtirma boyunca elde edilen fraksiyonlar toplanarak enzimin safliginin ve
molekiiler agirliginin saptanmasi i¢in Laemmli yontemine (1970) goére PAGE
(poliakrilamit jel elektroforezi) ve SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit
jel elektroforezi) yontemleri kullanilarak yapilmistir. Standart olarak miyozin
(205.000 Da), B-galaktozidaz (116.000 Da), fosforilaz B (97.400 Da), sigir albumini
(66.000 Da), yumurta albumini (45.000 Da) ve karbonik anhidraz (29.000 Da)
kullanilmistir. Lipazin goriintiilenmesi i¢cin PAGE ve SDS-PAGE kullanilarak
zimogram yapilmistir. SDS-PAGE, PAGE ve zimogram asagida anlatildigi gibi
yapilmistir.

Cozeltiler

% 30’luk akrilamid / N N'- metilenbisakrilamid stok ¢ozeltisi: 30 g akrilamid ve
0.8 g N,N'- metilenbisakrilamid 100 mL ultra saf suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan

¢ozelti koyu renkli sisede ve + 4 °C’de saklanmustir.

Ayirma tamponu (separating tamponu): 1,875 M Tris-baz hazirlandiktan sonra,

konsantre HCI kullanilarak pH’s1 8.8’¢ ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

Yogunlastirma tamponu (Stacking tamponu): 0,6 M Tris-baz hazirlandiktan sonra

konsantre HCI kullanilarak pH’s1 6.8’¢ ayarlanmis ve oda sicakliginda saklanmustir.

Amonyum persiilfat: % 10’luk amonyum persiilfat ultra saf su igerisinde taze olarak

hazirlanmustir.
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Sodyum dodesil siilfat (SDS): % 10’luk SDS ultra saf su igerisinde yavas yavas

karistirilarak hazirlanmstir.

Ornek tamponu: 0,6 M Tris-baz (pH 6.8) 5 mL, SDS 0,5 g, sukroz 5 g, p-
merkaptoetanolden 0,25 mL ve % 0,5’lik stok brom fenol mavisi ¢ozeltisinden 5 mL
aliarak karistirilmig ve hacmi ultra saf su ile 50 mL’ ye tamamlanmistir. PAGE igin
hazirlanan yiikleme tamponunda SDS ve B-merkaptoetanol kullanilmamistir. Ornek
tamponu kullanilincaya kadar oda sicakliginda saklanmistir. B-merkaptoetanol’iin
etkisi zamanla kayboldugundan gerektigi zaman hazirlanan tampona ayni oranda

ilave edilmistir.

Elektroforez tamponu (Yiiriitme tamponu): 12 g Tris-baz ve 57,6 g glisin ve 2 g
SDS karigtirilarak hacmi ultra saf su ile 2L’ye tamamlanmistir. Bu tampon i¢in pH
ayarlamas1 gerekmemektedir. PAGE igin hazirlanan elektrot tamponunda SDS
kullanilmamistir. Hazirlanan tampon kullanilincaya kadar 4 °C’de saklanmustir.

Tampon 2-3 kez kullanildiktan sonra yenilenmistir.

Coomassie Blue G-250 Cozeltisi: 0,10 g Coomassie blue % 50 metanol ve % 10
asetik asit kullanilmistir. Boya 6nce metanol ve su karisiminda ¢oziilmiis daha sonra

asetik asit eklenmistir.
Yikama Cozeltisi: % 10 metanol ve % 7 asetik asit ¢ozeltisinden olusmaktadir.

Yontem

Jelin hazirlanisi: Protein kontaminasyonunu ve her tiirlii kirliligi 6nlemek i¢in biitiin
islemler eldiven giyilerek yapilmistir. Elektroforez camlar1 % 70’lik etanolle iyice
temizlendikten sonra jelin sizmasmi Onlemek i¢in standina yerlestirilmistir. Cam
levhalar arasinda sizinti olup olmadigi kontrol edildikten sonra, hava kabarcigi
kalmayacak sekilde degaze edilmis % 10’luk ayirma jeli TEMED ve amonyum
persiilfat ilave edildikten sonra karistirilmistir. Hazirlanan jeller mini elektroforez
(Bio-Rad, Mini-PROTEAN, U.S) camlar1 arasina dokiilmiistiir. Ayirma jelinin

icerigi ¢izelge 3.13°de verilmistir.
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Jelin havayla temasini kesmek igin, tizeri % 70’lik etanolle kapatilmig ve jelin
polimerlesmesi ig¢in 30-40 dakika beklenmistir. Siire sonunda ayirma jelinin
tizerindeki alkol kurutma kagidi ile jele temas etmeden yavas yavas alinmis ve
tizerine % 4’lik yogunlastirma jeli dokiilmistiir. Tarak, jelle arasinda hava kabarcigi
kalmamasina ve ayirma jeline degmemesine dikkat edilerek jele yerlestirilmis ve
polimerlesmesi icin 1-2 saat beklenmistir. Yogunlastirma jelinin igerigi ¢izelge

3.14°de verilmistir.

Cizelge 3.13 % 10’ luk ayirma jelinin igerigi

Kullanilan malzeme Miktar (mL)
Distile su 2.26
Ayirma tamponu (pH 8.8) 1

% 30’luk akrilamid/bis acrilamid 1,66

% 10’ Iuk SDS (SDS-PAGE igin) 0,05

% 10’luk amonyum persiilfat 0,025
TEMED 0,00175

Cizelge 3.14 % 4’ liikk yogunlastirma jelinin icerigi

Kullanilan malzeme Miktar (mL)
Distile su 1,875
Yogunlagtirma tamponu (pH 8.8) 0,25

% 30’luk akrilamid/bis acrilamid 0.3375

% 10’ luk SDS (SDS-PAGE i¢in) 0,025

% 10’luk amonyum persiilfat 0.0125
TEMED 0.0035

Orneklerin hazirlanis1 ve jele uygulamisi: Jele uygulanacak drnekler ve standart,
ornek tamponuyla uygun seyreltmeleri yapildiktan sonra kaynar su banyosunda 5
dakika kaynatilmistir (PAGE ve zimogram i¢in ornekler kaynatilmamistir). Tarak
jele zarar vermeden c¢ekilmis ve jel elektroforez tamponu ile yikanarak
polimerlesmeyen jel uzaklastirilmistir. Daha sonra kuyucuklar elektroforez tamponu
ile doldurulmus ve uygun seyreltmeleri yapilan 6rneklerden 15 pL yiliklenmistir.
Ornekler jele yiiklendikten sonra jel tankin igine yerlestirilmis ve kuyucuklarin

tizerini Ortecek sekilde elektroforez tamponu eklenmistir. Gii¢ kaynagi (UVP,
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Germany) ile st jele 100 V, alt jele 200 V elektrik akimi verilerek proteinlerin

ayirma islemi yapilmstir.

Jelin boyanmasi: Cam plaklar arasindan ¢ikarilan jelden iist jel ayrilmistir. Boyanin
aldig1 yol elektronik kumpasla 6l¢iildiikten sonra, ayirma jeli zimogram ve protein
boyamasi yapilmak iizere ikiye ayrilmistir. Protein boyamasi Commasie Brillant
mavisi ile 1 saat 100 rpm’de calkalanarak boyanmistir. Boyamadan sonra jeldeki
fazla boya yikama ¢d6zeltisi ile birka¢ kez yikanarak uzaklastirilmis ve bantlar

gorliniir hale gelmistir.

Zimogram: Lipazin zimogrami i¢in tribiitirin iceren agar plaklar kullanilmistir. Bu
amacla cam plaklar arasindan ¢ikarilarak ayrilan jel ikiye boliinmiis ve bir yarisi
zimogram diger yaris1 da protein boyamasi i¢in kullanilmistir. Bunun i¢in % 1
tribiitirin, 20 mM NaCl, 1 mM CaCl, ve % 0,5 gum arabicten olusan ¢ozelti
homojenizatorde (IKA T25B, Germany) 3 dakika emiilsifiye edilmis ve daha sonra
tizerine % 1,5 oraninda agar eklenerek karisim kaynatilmistir. Zimogram igin ayrilan
jel petri kabina yerlestirilmis ve {izerine hazirlanan tribiitirin agar ~50 °C’ye
sogutulduktan sonra dokiilmiistiir. Agar katilagtiktan sonra petri 50 °C’deki etiivde

seffaf bant olusana kadar inkiibe edilmistir (Oh et al., 1999).

Lipazin molekiil agirh@inin belirlenmesi: Elektroforez sonucunda PAGE ve SDS-
PAGE sonuglar1 karsilagtirilarak lipaz banti belirlenmistir. SDS-PAGE jelinde
boyanin, standartlarin ve enzimin kat ettikleri mesafeler elektronik kumpas
(Mitutoyo, CD-15CP, U.K.) yardimi ile olglilmiistiir. Standartlarin ve enzimin Rf

degerleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmstir;

__ Ornegin aldi1 yol

~ boyanin aldig1 yol

Daha sonra standartlarin molekiil agirliklarinin logaritmasi alinmis ve Rf degerlerine
kars1 grafik c¢izilmistir. Elde edilen standart grafigin denkleminden yararlanilarak

enzimin molekiil agirlig1 saptanmistir.
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3.2.7.  Anoxybacillus  flavithermus HBB 134 Lipazimn

Karakterizasyonu

3.2.7.1. Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’ nin etkisi

Enzim aktivitesi tizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in pH-Stat yontemi
kullanilmistir. Substrat olarak kullanilan triolein % 1 gum arabic ve 0,1 M NaCl
iceren ultra saf suda 1 mM konsantrasyonda hazirlanmis ve 5 dakika boyunca
homojenize edilerek emiilsifiye edilmistir. Hazirlanan bu substrat ¢ozeltisinden 15
mL alinarak pH-Stat’in (Radiometer, France) 65 °C’ye ayarlanan sicaklik kontrollii
kabina aktarilmis ve Substrat ¢ozeltisinin pH’1 denenecek pH’a ayarlanmigtir. pH-
Stat’in da pH’1 aym degere ayarlandiktan sonra 10 pL enzimin eklenmesiyle
reaksiyon baglatilmis ve 1 dakika boyunca 0,01 N NaOH ile titrasyonu sonucu elde

edilen grafigin egiminden olusan yag asiti miktar1 tayin edilmistir.

Bir iinite lipaz aktivitesi, reaksiyon kosullar1 altinda 1 dakikada trioleinden 1pmol

yag asidi olusmasini saglayan enzim miktari olarak belirtilmistir.

Enzim stabilitesi iizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in, pH 6,00-7,00 arasi
Mcllvaine (sitrik asit-Na,HPO,) tamponu, pH 8,00’de Tris-HCI tamponu, pH 9,00-
10,00 aras1 Glisin-NaOH tamponu ve pH 11,00’de fosfat (Na,HPO,-NaOH) tamponu
kullanilmistir. Enzim ¢ozeltisi bu tamponlarla 5 kat seyreltilmis ve 25°C’deki su
banyosunda (Poly science 911, USA) 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon boyunca
belirli araliklarla 6rnekler alinmis ve optimum kosullarda spektrofotometrik olarak
aktiviteleri tayin edilmistir. Her deney serisinin 0. saatteki enzim aktiviteleri 100

olarak kabul edilmis ve geri kalan aktiviteleri % deger olarak belirtilmistir.
3.2.7.2. Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine sicakhgin etkisi

Enzim aktivitesi {izerine sicakligin etkisini belirlemek icin 5-95°C arasindaki
sicakliklarda pH 8,00 olarak hazirlanan Tris-HCI tamponlar1 kullanilmistir. Enzim
aktivitesi sadece sicaklik parametresi degistirilerek standart deney kosullarinda

spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
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Enzim stabilitesi lizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in enzim ¢ozeltisi
stabilitenin belirlenecegi sicakliklar olan 25 °C, 40 °C, 50 °C, 65 °C, 80 °C ve 95 °C’
de hazirlanan pH 9,00, 50 mM Glisin-NaOH tamponu ile 5 kat seyreltilmistir. Enzim
¢ozeltisi bu sicakliklardaki su banyosunda (LAUDA AQUA Line AL12, Germany)
24 saat boyunca inkiibe edilmis ve inkiibasyon boyunca belirli araliklarda 6rnekler

alinarak optimum kosullarda spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmstir.

3.2.7.3. Enzim aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek i¢in enzim
optimum pH (pH 9,00) ve sicaklikta (50 °C) sabit substrat konsantrasyonunda (final
konsantrasyon 1 mM) farkli siirelerde inkiibe edilerek spektrofotometrik olarak

aktivitesi tayin edilmistir.

3.2.7.4. Enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve pH’
da (50 °C ve pH 9,00) sabit inkiibasyon siiresinde (30 dk) farkli konsantrasyonlarda
(5-120 puM) substrat (pNPL) kullanilarak enzim aktivitesinin spektrofotometrik
olarak ol¢lilmesiyle belirlenmistir. Enzimin Km ve Vmax degerleri Lineweaver-Burk

grafiginden hesaplanmustir.

3.2.7.5. Enzimin sicaklik stabilitesi iizerine polihidrik alkollerin etkisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amaciyla gesitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol, mannitol) etkisi incelenmistir. Polihidrik alkoller 65 °C’de
pH’1 9,00 olarak ayarlanmig glisin-NaOH tamponu igerisinde 1M, 2M ve 3M
konsantrasyonda olacak sekilde hazirlanmislardir. Daha 6nceden konsantre edilen
enzim bu cozeltilerle 5 kat seyreltilmis ve 65 °C’deki su banyosunda 1 saat inkiibe
edilmistir. Higbir katki icermeyen enzim de kontrol olarak kabul edilmis ve ayni
kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri standart deney
kosullarinda tayin edilmistir. Her bir tiipiin 0. saatteki enzim aktiviteleri 100 olarak

kabul edilmis ve 1 saat sonunda geri kalan aktiviteleri % deger olarak belirlenmistir.
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3.2.7.6. Enzim stabilitesi iizerine organik céziiciilerin etkisi

Enzim stabilitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisini belirlemek i¢in etanol, metanol,
isopropanol, hekzan, siklohekzan, asetonitril, biitanol, dietileter, ksilol, aseton,
etilasetat, dimetilsiilfoksit (DMSO), 1,4-dioksan, benzen, toluen ve Kkloroform
kullanilmistir. Organik c¢oziiciiler enzimle final konsantrasyonlart % 10 ve % 50
olacak sekilde karistirllmig ve 50 °C’deki inkiibatorde 200 rpm hizda g¢alkalamali
olarak 1 saat inkiibe edilmistir. Hi¢bir organik ¢oziicii igermeyen enzim de kontrol
olarak kabul edilmis ve aym kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 100
pL karigimin tizerine 800 pL. 50 mM glisin-NaOH, (pH 9,00, 50 °C) tamponu ve 100
puL substrat eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Reaksiyon karisimi 50 °C’deki
inkiibatorde 200 rpm hizda c¢alkalamali olarak 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 0,1 M 250 uL Na,COj3 eklenerek reaksiyon durdurulmus ve
tiipler 10.000 x g de 15 dakika santrifiijlenerek 410 nm’de kore karsi absorbanslari
okunmustur. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis ve deney

gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlenmistir.

3.2.7.7. Enzim aktivitesi iizerine inhibitorlerin ve denatiirantlarin etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin inhibitorii olan fenil metil siilfonil floriir (PMSF); SH-grubu (stilfidril
grubu) inhibitoérii olan B-merkaptoetanol; SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-S-)
inhibitorii olan ve ayni zamanda antioksidan olan 1,4- dithiothreitol (DTT); triptofan
inhibitorii olan N-bromo suksinamit (NBS); bir asetilkolin esteraz inhibitorii olan
eserin, karboksil grubu inhibitorii olan Sikloheksil-N-(2-morfolinoetil)-karboimid
metil-p-toluen-sulfonat (CMC) ve protein denaturantlart olan iire ve SDS
kullanilmistir. B-merkaptoetanol, 1,4-dithiothreitol, NBS, eserin, CMC, iire ve SDS

ultra saf suda, PMSF ise n-propanolde hazirlanmstir.

Yukarida adi gecen inhibitorler ve denatiirantlar final konsantrasyonlar1 ImM ve
5mM olacak sekilde deney ortamina eklenmis ve 50 °C’deki su banyosunda 30
dakika inkiibe edilmistir. Hicbir inhibitdr veya denatiirant icermeyen deney ortami

kontrol olarak kabul edilmis ve ayni kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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sonunda deney karisimlarina substrat eklenerek reaksiyon baslatilmis ve standart
kosullarda aktiviteleri tayin edilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul
edilmis ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak

belirlenmistir.

3.2.7.8. Enzim aktivitesi iizerine metal iyonlar1 ve EDTA’ nin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlariin etkisini incelemek igin LiCl, NaCl, KClI,
NH,CI, MgCl,, Na,O3Se, CaCl,, BaCl, MnCl, CoCl, NiCl,, ZnCl, CuCl,, AIClI;,
HgCl, FeCls, PbCl, ve EDTA kullanilmigtir. Enzim 1 mM, 5 mM ve 10 mM final
konsantrasyonlarda metal iyonlar1 ve EDTA igeren deney ortamlarinda 50 °C’lik su
banyosunda 30 dakika inkiibe edilmistir. Hi¢bir metal igermeyen deney ortami
kontrol olarak kabul edilmis ve aym kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda standart kosullarda aktivite tayini yapilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi
100 olarak kabul edilmis ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri %

deger olarak belirlenmistir.

3.2.7.9. Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine deterjanlarin ve beyazlaticilarin
etkisi

Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine deterjanlarin ve beyazlaticilarin etkisini
belirlemek amaciyla iyonik deterjan olarak sodyum deoksikolat, sodyum taurokolat
ve sodyum dodesil siilfat, non-iyonik deterjan olarak n-oktil-B-D-glukopiranozit,
triton X-100, tween 20, tween 80 ve brij 35, zwitteriyonik deterjan olarak CHAPS ve
beyazlatici olarak hidrojen peroksit ve sodyum hipoklorit kullanilmistir. Bunlara ek
olarak ticari olarak satilan OMO, ARIEL ve PERSIL marka deterjanlarin etkisi de
incelenmistir. Deterjanlarin ve beyazlaticilarin 50 mM glisin-NaOH (pH 9,00; 50°C)

tamponunda % 10’ luk stok ¢ozeltileri hazirlanmastir.

Enzim aktivitesi lizerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in her birinden final
konsantrasyonlart % 0,1 olacak sekilde deney ortamina eklenmis ve standart

kosullarda aktiviteleri tayin edilmistir. Higbir deterjan icermeyen deney ortami
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kontrol olarak kabul edilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis

ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlenmistir.

Enzim stabilitesi {izerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in enzim ¢ozeltisi % 0,1
ve % 1 oraninda deterjan igeren tamponla 5 kat seyreltilmistir. Kontrol olarak
kullanilacak deterjansiz enzim de tamponla 5 kat seyreltilmistir. Deney ortamlar1 50
°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda standart
kosullarda aktivite tayini yapilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul
edilmis ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak

belirlenmistir.

3.2.7.10. Enzimin substrat spesifitesinin belirlenmesi

Enzimin gercek substratlara karsi spesifitesini belirlemek amaciyla triacgilgliseroller 1
mM, yaglar ise % 1 oraninda kullanilmistir. Kullanilan biitiin substratlar enzimle
muamele edilmeden o6nce % 1 gum arabic ve 0,1 M NaCl iceren distile suda
homojenizator ile 5 dakika emiilsifiye edilmistir. Enzim aktivitesi pH-Stat yontemi
ile tayin edilmistir. Hazirlanan substrat ¢ozeltilerinden 15 mL alinarak pH-Stat’ in
sicaklik kontrollii kabina aktarilarak sicaklik 50 °C’ye ve pH 9,00’a ayarlanmigtir.
pH-Stat’in da pH degeri 9,00’a ayarlandiktan sonra 10 uL enzimin eklenmesiyle
reaksiyon baslatilmig ve 1 dakika boyunca olusan yag asidi miktarindan enzim

aktivitesi tayin edilmistir.

Enzimin yapay substratlara kars1 spesifitesini belirlemek i¢in kullanilan substratlarin
(p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil kaprilat, p-nitrofenil kaprat, p-
nitrofenil laurat, p-nitrofenil palmitat) etanolde 10 mM’lik stok ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Enzim aktivitesi 50 °C’de spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
Final substrat konsantrasyonu standart deneyden farkli olarak 1 mM yerine 0,2 mM
ve pH ise 9,00 yerine 7,00 olarak kullanilmistir. Standart lipaz aktivite tayininden
farkli olarak substrat konsantrasyonu ve pH’daki bu degisikligin nedeni p-nitrofenil
biitirat ve p-nitrofenil kaprilatin yliksek pH’da kendiliginden hidroliz olarak
sararmast nedeniyle saglikli bir aktivite Olglimii yapilamamasindan dolayidir.

Kullanilan substratlardan p-nitrofenil palmitat disindakilerde aktivite tayini i¢in 50
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mM’lik pH 7,00 Tris-HCI tamponu kullanilmistir. p-Nitrofenil palmitat (pNPP) i¢in
ise bu tampona % 0,4 Triton X-100 ve % 0,1 Gum arabic eklenmistir. Stok pNPP
coOzeltisi final konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde bu tampona eklenmis ve 5

dakika sonike edilmistir.

Enzim ¢ozeltisi yukarida belirtilen substratlar1 iceren tampon ¢ozeltiler ile 50 °C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 6rnekler -20 °C’de 10 dakika
bekletilerek reaksiyon durdurulmus ve daha sonra 10.000 x g de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Orneklerin 410 nm’de enzimsiz korlerine karsi absorbanslar
okunmustur. Reaksiyon durdurma isleminin standart Na,CO3; eklemek yerine -20
°C’de bekletilerek yapilmasinin nedeni pNPP’in Na,COs ile bozularak kendiliginden

sararmasidir.

3.2.7.11. Enzimin pozisyon spesifitesinin belirlenmesi

Lipazin pozisyon spesifitesini belirlemek i¢in, Lesuisse (1993) tarafindan bildirilen
yontem kismen modifiye edilerek kullanilmistir. Gliseril trioleat, 1 mM CaCl; iceren
0,1 M Glisin-NaOH (pH 9,00, 50 °C) tamponuna % 2 oraninda eklenmis ve karigim
homojenizatorde 3 dakika emiilsifiye edilmistir. Bu karisimdan 3 ayri tiipe 1’er mL
aktartlmistir. Tiiplerden biri kontrol grubu olarak ayrilmis, diger ikisinin iizerine
100’er pL. konsantre enzim ¢ozeltisi eklenerek 50 °C’deki inkiibatérde 200 rpm’de
calkalamali1 olarak inkiibe edilmistir. Tiiplerden biri 1 saat digeri 6 saat sonra alinmis
ve kontrol tiipiiyle birlikte {lizerlerine 5’er mL dietil eter eklenerek iyi bir sekilde
karistirilmis ve iistte kalan eter fazi ayr1 bir tiipte toplanmustir. Bu sekilde elde edilen
ekstraktlar ince tabaka kromatografisinde (TLC) goriintiileninceye kadar - 20 °C’de

saklanmiglardir.

Ince tabaka kromatografisinde (TLC) silica gel-60 (Fluka) plaklar1 kullanilmustir.
Standart olarak gliseril trioleat, oleik asit, 1,3-diolein, 1,2-dioleoil gliserol ve 1 oleoil
gliserol kullanilmistir. Standartlarin eterde % 2’lik ¢ozeltileri hazirlanmistir. TLC
plaginin alt kismindan 0,5 cm’lik bir bosluk olacak sekilde ¢izgi ¢izilmistir. Daha
sonra standartlar ve yukarida anlatildig1 gibi hazirlanan ekstraktlar, aralarinda 2 cm

bosluk olacak sekilde cizgilerin {izerinden mikropipet yardimiyla 10’ar pL
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uygulanmistir. TLC’de hareketli faz olarak kloroform:aseton:asetik asit (96:4:1)
karisimi kullanilmistir. Hareketli faz plagin tizerinden ~ 0,5 cm’ye gelene kadar
orneklerin yiirlimesi saglanmistir. Daha sonra TLC plagi doygun iyot buhar ile

muamele edilerek standartlarin ve hidroliz tiriinlerinin goriintiillenmesi saglanmaistir.

3.2.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Her deney ii¢ tekrar lizerinden yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin ve bu farkin
hangi gruptan kaynaklandiginin belirlenmesi i¢in tek yonlii varyans analizi (Duncan
Testi) yapilmigtir (STATISTICA 7.0). Kontrol grubu ile deney grubu arasindaki
farkin belirlenmesinde eslenmis 6rneklerde t-testi uygulanmistir (STATISTICA 7.0).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. LIPOLITIK AKTIiVITEYE SAHIP iZOLATLARIN SECIMI

4.1.1. Lipolitik Aktiviteye Sahip Izolatlarin Kalitatif Olarak Se¢imi

ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Stoklari’na kayitli bulunan
gesitli dogal kaynaklardan izole edilmis 201 adet termofilik bakteri lipolitik
aktiviteleri agisindan taranmis, pozitif olanlar ¢izelge 4.1 de sunulmustur. Bu amagla
oncelikle Tween 80 iceren agar plaklar1 kullanilmistir. Bu yonteme gore lipolitik
aktiviteye sahip bakteriler Tween 80’1 substrat olarak kullandiginda agiga ¢ikan oleik
asit ortamdaki Ca*? ile birlesip ¢okelerek besiyerindeki kolonilerin gevresinde opak
bir zon olusturmaktadir. Bu prensibe dayanarak degerlendirilen 201 bakteriden 43
tanesinin lipolitik aktivite gosterdigi saptanmistir. Pozitif sonug veren bu 43 izolat bir
sonraki agamada lipaz aktiviteleri a¢isindan taranmistir. Bu amagla Rhodamin-B ve
zeytinyagl iceren agar plaklar1 kullanmilmistir. Lipaz aktivitesine sahip koloniler
zeytinyagin1 substrat olarak kullanmis ve aciga c¢ikan yag asitleri katyonik
Rhodamin-B ile floresan turuncu renkli kompleksler olusturmuslardir. Denenen 43

bakteri izolatindan 22 tanesi lipaz aktivitesi agisindan pozitif sonu¢ vermistir (Sekil
4.1).

4.1.2. Lipolitik Aktiviteye Sahip Izolatlarin Kantitatif Olarak Se¢imi

En 1yi lipaz iireten izolati se¢gmek i¢cin Rhodamin-B plaklarinda pozitif sonug veren
22 bakteri izolat1 20 mL LB broth igeren 100 mL’lik erlenlerde 65°C’de 150 rpm
hizda calkalamali olarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir
ortamlarinin 600 nm’de absorbanslari Ol¢iilmiis ve lipaz aktivitesi ayrintilart
“Materyal ve Yontem” de belirtilen yontemle kantitatif olarak belirlenmistir (Cizelge
4.2, Sekil 4.2). HBB 134, 19,925 U/mL ile en iyi aktivite gésteren izolat olarak

se¢ilmis ve bundan sonraki ¢alismalara bu izolatla devam edilmistir.



Cizelge 4.1 Lipolitik aktiviteye sahip izolatlarin

lipolitik aktivite tarama sonuglari

izolat No

Tween 80

Rhodamin B

HBB-16

+

HBB-18

HBB-19

HBB-20

HBB-21

HBB-24

HBB-25

HBB-27

HBB-32

HBB-33

HBB-34

HBB-35

HBB-37

HBB-40

S o e o o o ey

HBB-63

HBB-86

HBB-91

HBB-94

HBB-103

+

HBB-111

HBB-124

HBB-129

HBB-134

+ |+

HBB-169

HBB-173

HBB-180

HBB-185

+ |+

HBB-197

HBB-202

HBB-205

+ |+

HBB-219

HBB-229

HBB-231

HBB-234

HBB-248

|+ |+

HBB-258

HBB-259

HBB-261

HBB-267

HBB-268

HBB-286

HBB-292
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HBB-297
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s

Sekil 4.1 Rhodamin B plaklarinda kalitatif lipolitik aktivite tarama sonuglar1



Cizelge 4.2 Kantitatif lipolitik akivite tayini ile en iyi lipolitik aktiviteye
sahip izolatin se¢imi

Izolat Absorbans Lipolitik Aktivite (U/mL) X
No (600 nm) (ORT. + S.H.)

HBB 16 1,783 8,801 + 0,52 b
HBB 25 1,806 10,929 + 0,56 b
HBB 27 1,777 10,910 + 0,35 b
HBB 32 1,673 8,237+0,22 b
HBB 33 1,729 9,250+ 0,52 b
HBB 34 1,793 15,589 + 0,39 b
HBB 35 1,438 4,532+0,11 b
HBB 37 0,637 3,397+ 0,06 b
HBB 40 1,526 9,500 + 0,23 b
HBB 103 0,662 2,731 + 0,04 b
HBB 129 1,827 10,859 + 0,46 b
HBB 134 1,871 19,925 + 0,21 a
HBB 180 1,344 8,589 + 0,07 b
HBB 185 1,759 10,698 + 0,47 b
HBB 202 1,43 6,231 + 0,89 b
HBB 205 1,704 9,429 + (0,43 b
HBB 229 1,248 6,186 + 0,24 b
HBB 231 1,559 7,378 £ 0,11 b
HBB 234 0,621 2,333+ 0,04 b
HBB 248 0,821 2,519+0,16 b
HBB 268 1,974 16,454 + 0,56 b
HBB 286 1,67 11,211+0,12 b

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: HBB 134’den farkli harf tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak
o6nemlidir (p < 0,05)
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4.2. HBB-134 iZOLATININ 16S rRNA ANALizZi ILE
TANILANMASI

HBB-134 izolatinin 16S rRNA’y1 kodlayan yaklasik 1300 bp’lik gen bolgesi PCR
yontemiyle ¢ogaltilmis ve BLAST analizi yapilmistir. Sekans sonuglar1 Bioedit
programi kullanilarak birlestirilmis ve HBB-134 susuna ait konsensus dizi elde

edilmistir. Konsensus dizi www.pubmed.com adresinde yer alan niikleotid blast

programi araciligiyla veritabaninda yer alan diger 16S rRNA dizileri ile
karsilastirilmistir. Veritabaninda kayith ve tiir tanis1 yapilmis olan bakteriler arasinda
en yiiksek benzerlik orami (% 99) Anoxybacillus flavithermus ile saptanmistir.
Veritabaninda yer alan Anoxybacillus flavithermus’a ait 16S rRNA dizisi ile HBB
134’¢ ait olanlar karsilastirildiginda elde edilen sonuglar ¢izelge 4.3’de verilmistir.
Ayrica, izolat i¢in, yine BLASTn programinda yer alan ve Fast Minimum Evolution
metodu kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢ Sekil 4.3’de sunulmustur. 16S
rDNA sekans analizi yapildiktan sonra,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.ntml  adresinde  bulunan  Sequin
programi kullanilarak, HBB-134 izolatinin sekansi i¢in Genbank'tan GQ342689

kay1it numarasi alinmstir.

Cizelge 4.3 HBB-134 izolatina ait 16S rRNA konsensus sekans ve BLAST karsilastirma

sonucu

5’CAAGTCGAGCGGACGATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGG
GTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATC
GGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCGCATGATCTTTCGTTGAAAGGCGGC
GCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAA
CGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACT
GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCG
GGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTAC
GATGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGG
CGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGG
AAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGT
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GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTG
TAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTA
GTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGCTCGCAAGAGTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACAACCCGAGA
GATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCG
TCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGA
CCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA
CACGTGCTACAATGGGCGGTACAAAGGGTCGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAA
TCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAG
CCGGAATCGCTAGTAATCGCG’3

>gb|CP000922.1| Anoxybacillus flavithermus WK1, complete genome
Length=2846746

Sort alignments for this subject sequence by: E value Score Percent

identity

Query start position Subject start position

Features in this part of subject sequence:rRNA-16S ribosomal RNA

Score = 2364 bits (1280), Expect = 0.0
Identities = 1303/1313 (99%), Gaps = 5/1313 (0%)Strand=Plus/Minus

Query 1 CAAGTCGAGCGGACGATTCAAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAGD

Crrrerrrrrrrereerrr rerrrrrrr e et et r e e
Sbjct2345212CAAGTCGAGCGGACGATTCGAAAGCTTGCTTTTGAATCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTA2345153

Query 61 ACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGL20

Crrrrrrrrrrrereereerrrrrrrrrrrrrrr e e et e
Sbjct2345152ACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACACCGAGAAATCGGTGCTAATACCGG2345093

Query 121 ATAATACGAAAGGTCGCATGATC-TTTCGTTGAAAGGCGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGALT7Y

CEEe e reeerrrrr o rrrrrrrrrr et rrr e e e e e e
Sbjct2345092ATAACACGAAATGTCGCATGA-CGTTTCGTTGAAAGACGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGA2345034

Query 180 TGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTAZ39

Crrrrrrrrrrrereerrrrrrrrrrrrrrrr et r et
Sbjct2345033TGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGTA2344974

Query 240 GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG299

CErrrrrrrrrrereerrrr e et e e e
Sbjct2344973GCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGG2344914

Query 300 AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG359

CErrrrrrrrrrereerrrr e et e e e
Sbjct2344913AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAG2344854


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=212559329&dopt=GenBank&RID=3499VK72015&log$=nuclalign&blast_rank=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=1#212559329
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#212559329
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#212559329
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=3#212559329
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=2#212559329
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=3499VK72015&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&HSP_SORT=4#212559329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=212559329&db=Nucleotide&from=2343723&to=2345247&view=gbwithparts&RID=3499VK72015
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Query 360 CGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAAC419

FCEEEEEEEE e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e
Sbjct2344853CGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTARAGCTCTGTTGT TAGGGAAGAACAAGTAACGTAGTAAC2344794

Query 420 TGGCGTTAC-GATGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG478

Crererrrr orrrrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e
Sbjct2344793TGGCGTTACTG-TGACGGTACCTAACGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG2344735

Query 479 CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGS538

FPEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e b e e e e
Sbjct2344734CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCG2344675

Query 539 GTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGS598

Crrrrrrrrrrrererrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e
Sbjct2344674GTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGARACTGGG2344615

Query 599 GGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT658

FPEEEETEEE e e e e e e e e e e e e b e e e e e b e e e e
Sbjct2344614GGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT2344555

Query 659 GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAATL8

Crrrrrrrrrrrereerrrrrrrrrrrrr e et et r e e
Sbjct2344554GTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAA2344495

Query 719 AGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT778

PEEEETEEE e e e e e e e e e e e e b e e e e e e e e e e
Sbjct2344494AGCGTGGGGAGCARACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT2344435

Query 779 AAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG838

Crrrrrrrrrrrerrerrrrrrr e e e et et r e e
Sbjct2344434AAGTGTTAGAGGGTATCCACCCTTTAGTGCTGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGG2344375

Query 839 GGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAB98

RN R R R R R R R RN R R R R R RN R R R R R AR RN
Sbjct2344374GGAGTACGCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGA2344315

Query 899 GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACASS58

Crrrrrrrrrrrerrerrrrrrr e e e et et r e e
Sbjct2344314GCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCCTGACA2344255

Query 959 ACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGG-ACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTG1017

Lrerrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrrerrrer rrrrrrrrrrrr e
Sbjct2344254ACCCGAGAGATCGGGCGTTCCCCCTTCGGGGGGGACAGGGTGACAGGTGGTGCATGGTTG2344195

Query 1018 TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCT1077

Crrrrrrrrrrrereerrrrrrrrrrrrrrrr et e e e e
Sbjct2344194TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGACCT2344135

Query 1078 TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGGL137

Crrrrrrrrrrrereerrrrrrrrrrrrrrerrr et e et e
Sbjct2344134TAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGCTAAAAGTCGGAGGAAGG2344075

Query 1138 TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG1197

Crrrrrrrrrrrereerrrrrr e e e et et r e e
Sbjct2344074TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGG2344015

Query 1198 GCGGTACAAAGGGTCGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTT1257

CErrrrrrrrrrer eerrrr e e et e e e e
Sbjct2344014GCGGTACAAAGGGTTGCGAACCCGCGAGGGGGAGCCAATCCCAAAAAGCCGCTCTCAGTT2343955

Query 1258 CGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCG1310

Crerrrrrrrrrrrerrerrrrr e e e et e
Sbjct2343954CGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCG2343902
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4.3. Anoxybacillus flavithermus HBB 134°UN LIiPAZ URETIMI
UZERINE KULTUR KOSULLARININ ETKIiSi

4.3.1. Lipaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

HBB 134, % 0,1, 0,5 ve 1 final konsantrasyonlarda karbon kaynaklar1 igeren
ortamlarda 65 °C’de, pH 7,00’de 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru agirhiklar1 ve hiicre igi aktiviteleri

tayin edilmis, sonuglar ¢izelge 4.4 ve ¢izelge 4.5’de sunulmustur.

Zeytin kara suyu, organik madde, askida kat1 madde ve yag icerigi olduk¢a yiiksek
olan bir atiktir (Sengiil et al., 2000). Zeytin kara suyunun yapisinda bulunan organik
bilesiklerin basinda seker, azot bilesikleri, ucucu asitler, polialkoller, pektin, yag,
polifenoller ve karasuya rengini veren taninler bulunmaktadir (Rozzi ve Malpei,
1996). Zeytin kara suyunun hiicre gelisimi iizerine ¢ok fazla bir etkisi goriilmemistir.
Enzim iiretimlerine bakildiginda % 0,1 ve 0,5’lik konsantrasyonlarda elde edilen
aktivite degerlerinin kontrolle aralarindaki fark 6nemsiz ¢ikmistir. Enzim tiretimi %
0,1’lik konsantrasyonda kontrole goére biraz diisiik iken, % 1’lik konsantrasyona
dogru kademeli bir artis gdzlenmistir. Bu aktivite artisginin zeytin kara suyunun
icerigindeki yagdan kaynaklandig: ileri siiriilebilir. Bu nedenle zeytin kara suyunun
% 1,5’lik konsantrasyonu da denenmistir ancak bu konsantrasyonda bakteri gelisimi
gozlenmemistir. Zeytin kara suyunun igeriginde bulunan fenolik bilesiklerin bakteri

gelisimini inhibe etmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Lipazlar genellikle triacilgliseroller, yag asitleri, gliserol veya tweenler gibi lipid
yapisindaki karbon kaynaklar1 kullanilarak iiretilirler. Bununla beraber sekerler,
seker alkoller, polisakkaritler ve peynir alti suyu gibi diger kompleks kaynaklar da

lipazlarin {iretimini artirmak amaciyla kullanilmaktadir (Gupta, et al., 2004).

Gliserol, % 0,1’den % 1’e¢ dogru artan konsantrasyonda enzim {iretimini de
artirmistir. Bu nedenle % 1,5’lik konsantrasyonu da denenmistir ve % 1’lik

konsantrasyona gore bir diisiis goriilmiistiir. Ancak yine de enzim {iiretimi kontrole
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gore daha yiiksek bulunmustur. Gliseroliin genel anlamda enzim iiretimini artirdig
sOylenebilir. Dalmau et al. (2000) Candida rugosa’dan lipaz {iretimi iizerine
yaptiklar1 ¢alismada gliseroliin hiicre gelisimini artirdiginm1 ancak lipaz aktivitesi
gbzlenmedigini bildirmislerdir. Gliseroliin Aspergillus terreus (Gulati, et al., 1999)
lipaz1 ve Bacillus circulans MAS2 (Kademi et al., 1999b) esterazinin iiretimlerini

artirmadig: bildirilmistir.

Denenen karbon kaynaklarindan Tween 20 gelisimi tamamen inhibe ederken Tween
40, 60 ve 80 iceren ortamlarda bakteri gelisimi ¢ok zayif oldugu i¢in aktivite hesabi
yapitlamamistir. Kiiltiir ortamina Tween 80 gibi siirfaktanlarin eklenmesinin
ekstraseliiler lipaz aktivitesini artirdig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (Li, et al.,
2004; Kumar, et al., 2005; Tan, et al., 2004). Bu durum, hiicrenin gegirgenliginin
degismesine veya hiicreye bagh lipaz lizerine siirfaktanlarin etkisine baglanmistir.
Ancak siirfaktanlarin lipolitik enzim tiretimini artirmadigi durumlar da mevcuttur

(Kademi, et al., 2000; Dominguez, et al., 2003).

Denenen sekerlerden glukoz, fruktoz ve sukroz tiim konsantrasyonlarda bakterinin
gelisimini azaltmistir. Bununla beraber glukozun % 0,1 ve 0,5’lik, fruktozun ise %
0,5’1ik konsantrasyonlarinin enzim iiretimini artirdig1 saptanmustir. Etkisi denenen
sekerler icinde en yiiksek aktivite ortama laktoz eklendiginde elde edilmistir.
Laktozun konsantrasyonu artirildik¢a hiicre gelisimini artirdigi goriilmiistiir, ancak
enzim lretimi ayni oranda artmamistir. Bu nedenle en yiiksek aktivite degeri %
0,1°lik laktoz konsantrasyonunda elde edilmistir. Kademi et al. (1999b), B. circulans
MAS2’nin kiiltiir ortamina glukoz, fruktoz, sukroz veya asetat eklemenin hem hiicre
gelisimini hem de esteraz iiretimini biiylik oranda stimiile ettigini bulmuglardir. Choi
ve Lee (2001) yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus casei CL96’dan esteraz iiretiminde
% 1’lik laktozun en uygun karbon kaynagi oldugunu bildirmislerdir. Tan et al.
(2004)’da yaptiklar1 ¢alismada Penicillium camembertii Thom PG-3’den lipaz
tiretiminde etkisi denenen karbohidratlardan {iretimi en ¢ok artiranlarin laktoz ve

mannitol oldugunu bildirmislerdir.

Enzim tretimini indiiklemek amaciyla ortama eklenen yaglarin etkisi organizmadan

organizmaya degisiklik gostermektedir. Ancak yaglarin genel olarak lipolitik enzim



86

tiretimini artirdiklar bilinmektedir. Denenen yaglarin genel anlamda enzim {iretimini
artirdiklar1 goriilmistiir. Keten tohumu yagi % 0,5 ve 1’lik konsantrasyonlarda
bakteri gelisimini inhibe etmistir. Pamuk yag1 % 0,1’lik konsantrasyonda bakteri
gelisimini yaklasik 2 kat artirmistir ancak enzim iiretimi ayn1 oranda artmadigi igin
spesifik aktivitesi kontroliin altinda kalmigtir. Ticari yaglar denenen tiim
konsantrasyonlarinda genel olarak enzim iiretiminde hafif bir artis saglamislardir.
Bunlardan ruseym yagi (21,59 U/mg), zeytinyagi (23,35 U/mg), misir yag (21,48
U/mg) ve findik yag1 (24,38 U/mg) % 0,1°lik konsantrasyonda, pamuk yag1 (22,16
U/mg), soya yag (20,41 U/mg) ve aycicek yagit (21,48 U/mg) da % 0,5’lik
konsantrasyonda en iyi tiretimi saglamiglardir. En iyi lipaz {iretimi 40,38 U/mg
(kontroliin 2,4 kat1) ile % 0,5 zeytinyag1 igeren besi ortaminda gerceklesmistir. Bunu
32,44 U/mg ile % 0,1 triolein iceren ortam izlemektedir (Cizelge 4.5). Benzer sekilde
Aspergillus sp.’den (Cihangir ve Sarikaya, 2004), Penicillium restrictum’dan (de
Azeredo, et al., 2007) ve Bacillus sp. LBN 4’den (Bora ve Kalita, 2007) lipaz
tiretiminde de en 1iyi lipolitik aktivite zeytinyagi iceren ortamda elde edilmistir.
Ertugrul et al. (2007) Bacillus sp.’den lipaz iiretiminde en iyi sonucu triolein igeren
ortamda elde etmislerdir. Fusarium solani’den (Maia et al., 2001) lipaz iiretiminde
en iyi aktivitenin sirasiyla susam yagi ve triolein igeren ortamlarda Aspergillus
terreus’dan (Gulati, et al., 1999) ve Bacillus coagulans BTS-3’den (Kumar et al.
2005) lipaz iiretiminde ise en iyi aktivitenin sirasiyla misir yagi ve rafine hardal yagi
iceren ortamlarda elde edildigi bildirilmistir. P. camembertii Thom PG3’iin ise en iyi
lipaz iiretimini jojoba yagi igeren ortamda gerceklestirdigini ve bunu zeytinyagi

iceren ortamin izledigi bildirilmistir (Tan et al., 2004).
4.3.2. Lipaz Uretimi Uzerine Azot Kaynaklarimin Etkisi

Organik ve inorganik azot kaynaklari enzimlerin sentezinde oOnemli bir yere
sahiptirler. Cilinkii inorganik azot kaynaklar1 hizli bir sekilde kullanilirken, organik
azot kaynaklar1 hiicre metabolizmasi ve enzim sentezi i¢in gerekli olan pek ¢ok hiicre
bliylime faktorleri ve amino asitleri saglamaktadir. Bu nedenle hem organik hem de

inorganik kaynaklar lipaz liretiminde kullanilmaktadirlar (Tan, et al., 2004).



Cizelge 4.4 Lipaz liretimi lizerine gesitli karbon kaynaklarinin etkisi

Kuru agirhik Spesifik Aktivite
Karbon kaynag (mg/mL) (U/mg hiicre) X
(ORT. + S.H.)
Kontrol (LB) 0,680 13,44 +0,12 a
Zeytin kara suyu (% 0,1) 0,760 12,68 0,11 a
Gliserol (% 0,1) 0,900 14,76 £ 0,11 a
Tween 20 (% 0,1) 0 - -
Tween 40 (% 0,1) 0,060 - -
Tween 60 (% 0,1) 0,090 - -
Tween 80 (% 0,1) 0,065 - -
Glukoz (% 0,1) 0,225 16,27 + 0,54 b
Fruktoz (% 0,1) 0,175 11,72+0,53 b
Sukroz (% 0,1) 0,265 5,80 £ 0,52 b
Laktoz (% 0,1) 0,565 19,01 £0,71 b
Zeytin kara suyu (% 0,5) 0,610 14,36 + 0,09 a
Gliserol (% 0,5) 0,700 16,72 + 0,24 b
Tween 20 (% 0,5) 0 - -
Tween 40 (% 0,5) 0,050 - -
Tween 60 (% 0,5) 0,100 - -
Tween 80 (% 0,5) 0,095 - -
Glukoz (% 0,5) 0,240 14,58 + 0,24 a
Fruktoz (% 0,5) 0,190 14,41 £ 0,39 a
Sukroz (% 0,5) 0,240 11,14+ 0,41 b
Laktoz (% 0,5) 0,630 16,09 + 0,34 b
Zeytin kara suyu (% 1) 0,670 18,56 0,18 b
Gliserol (% 1) 0,745 21,22+0,19 b
Tween 20 (% 1) 0 - -
Tween 40 (% 1) 0,085 - -
Tween 60 (% 1) 0,095 - -
Tween 80 (% 1) 0,085 - -
Glukoz (% 1) 0,135 10,68 + 1,50 b
Fruktoz (% 1) 0,275 3,03+0,16 b
Sukroz (% 1) 0,250 9,10+ 0,56 b
Laktoz (% 1) 0,880 16,11 £ 0,18 b
Zeytin kara suyu (% 1,5) 0 - -
Gliserol (% 1,5) 0,550 18,20+ 0,51 b
Laktoz (% 1,5) 1,040 12,76 = 0,18 a

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Kontrole gore farkli harf tasiyan ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir
(p <0,05)



Cizelge 4.5 Lipaz liretimi lizerine ¢esitli yaglarin etkisi

Spesifik
Kuru L
Karbon kaynag agirhk Aktlv!.t € X
(mg/mL) (U/mg hiicre)
(ORT. + S.H.)
Kontrol (LB + gum arabic) 0,585 16,73£0,17 | a
Zeytin yag (% 0,1) 0,740 17,670,011 | b
Pamuk yagi (% 0,1) 1,015 1226 +0,07 | b
Masir yagi (% 0,1) 0,995 16,88+ 0,09 | a
Soya yag1 (% 0,1) 0,800 18,82+ 0,05 | b
Keten tohumu yag (% 0,1) 0,590 28,71+0,09 | b
Badem yag (% 0,1) 0,625 27,03+£0,04 | b
Triolein (% 0,1) 0,365 32,44+043 | b
Ruseym yagi (% 0,1) 0,230 21,59+020 | b
5 | Zeytin yagi (% 0,1) 0,605 2335042 | Db
2P | Miasir yagi (% 0,1) 0,665 21,48+028 | b
.;: Pamuk yag1 (% 0,1) 0,670 21,72+0,09 | b
S | Soya yag (% 0,1) 0,800 1825+0,02 | b
= | Findik yag1 (% 0,1) 0,585 2438+0,23 |b
Aycicek yag1 (% 0,1) 0,660 20,73+£0,17 | b
Zeytin yagi1 (% 0,5) 0,360 40,38+046 | b
Pamuk yagi (% 0,5) 0,705 16,55+ 0,10 a
Misir yagi (% 0,5) 0,530 26,79+0,09 | b
Soya yag1 (% 0,5) 0,795 15,80+ 0,18 | b
Badem yag1 (% 0,5) 0,775 22,09+£0,12 | b
Triolein (% 0,5) 0,480 28,83 +£0,16 b
Ruseym yagi1 (% 0,5) 0,870 11,31£0,12 | b
= | Zeytin yag (% 0,5) 0,570 22,41+023 | b
b | Misir yagi (% 0,5) 0,735 19,06 +032 | b
2 | Pamuk yag (% 0.5) 0,755 22,16+0,15 | b
8 | Soya yag (% 0,5) 0,755 20,41+0,11 b
= | Findik yag (% 0,5) 0,725 20,99+0,13 | b
Aycicek yag1 (% 0,5) 0,705 2148+0,12 | b
Zeytin yag1 (% 1) 0,690 20,03+0,17 | b
Pamuk yag1 (% 1) 0,620 17,89+ 0,03 | b
Pamuk yag1 (% 1,5) 0,750 15,85+£020 | b
Masir yagi (% 1) 0,675 22,46+0,12 | b
Soya yag1 (% 1) 0,780 1483+0,13 | b
Badem yag (% 1) 0,760 21,950,012 | b
Triolein (% 1) 0,695 1550+0,15 | b
Ruseym yag1 (% 1) 0,540 13,60£0,18 | b
| Zeytin yag (% 1) 0,740 19,47+031 | b
,a Misir yagi (% 1) 0,805 21,39+0,05 | b
S, | Musir yagi (% 1,5) 1,07 20,23+£0,18 | b
T | Pamuk yag (% 1) 0,810 18,68+021 | b
2 [ Soya ya@ (% 1) 0,810 1921£0,16 | b
Findik yag (% 1) 0,800 17,84+025 | b
Aycicek yag (% 1) 0,895 13,81£020 | b

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata x: Kontrole
gore farkli harf tagiyan ortalamalar istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05)
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HBB 134’den lipaz iiretimi lizerine ¢esitli azot kaynaklarinin etkisini arastirmak i¢in
karbon kaynagi olarak % 0,5 zeytinyagi i¢eren ortama ¢esitli organik ve inorganik
azot kaynaklar1 eklenmis ve Kkiiltiirler 65 °C’de, pH 7,00’de 150 rpm hizda
calkalamal1 olarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru
agirliklart ve hiicre i¢i lipaz aktiviteleri tayin edilmistir, sonuglar cizelge 4.6 da

sunulmustur.

Inorganik azot kaynaklari (iire, amonyum siilfat, amonyum nitrat) bakteri gelisimini
blyiik Olglide artirmistir, fakat enzim iretimini ayni sekilde artirmamislardir.
Bulunan aktivite degerleri kontroliin ¢ok altindadir. Daha zengin bir igerige sahip
olan organik azot kaynaklar1 yeast ekstrakt ve triptonu birlikte igeren kontrol ile
benzer sonuglar vermistir. Yeast ekstrakt ve kazein hidrolizat igeren ortamlarin
enzim iiretimleri kontrole gore biraz daha diisiik, pepton ve tripton iceren ortamlarin
ise biraz daha yiliksek ¢ikmistir. Bulunan degerlerin kontrolle aralarindaki fark
istatistiksel olarak onemlidir. Pepton 22,57 U/mg ile enzim tiretimini en ¢ok artiran
azot kaynagi olarak saptanmigstir. Bulunan bu deger % 1 tripton ve % 0,5 yeast
ekstrakt igeren kontrolden (LB) daha yiiksektir. Peptonun % 1 ve 1,5°lik
konsantrasyonlart da denenmis ve % 1’lik konsantrasyonda 20,71 U/mg lipaz
aktivitesi elde edilirken % 1,5’lik konsantrasyonda bakteri gelisimi ¢ok zayif oldugu
i¢cin aktivite hesab1 yapilmamistir. Kontrole gore daha diisiik konsantrasyonda azot
kaynagi (% 0,5 pepton) kullanilarak daha iyi bir verim elde edilmesi daha az besin
kullanilarak daha ¢ok enzim iiretimi anlamina gelmekte ve ekonomik agidan avantaj
saglamaktadir. Tan et al. (2004), Penicillium camembertii Thom PG-3’den lipaz
iiretiminde en iyi azot kaynaginin yagi alinmis soya oldugunu bulmuslardir. Ayrica
NH," veya NO; formunda bulunan inorganik azot kaynaklarimin lipaz iiretimini
artirirken, iire gibi diger inorganik kaynaklarin lipaz sentezini inhibe ettigini
bildirmiglerdir. Literatiirde yer alan c¢aligmalarda lipolitik enzim {iretiminde
genellikle organik azot kaynaklarinin kullanildig1 goriilmektedir. Bacillus circulans
MAS2’den esteraz iiretimi {izerine cesitli azot kaynaklarinin etkisi aragtirilmis ve en
iyl sonucun yeast ekstrakt ve triptonun birlikte kullanildigi LB ortaminda elde
edildigi bildirilmistir (Kademi et al., 1999b). Aspergillus terreus’dan lipaz

tiretiminde % 0,1°lik kazein (Gulati et al., 1999), Acinetobacter radioresistens’den
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lipaz iiretiminde % 0,75’lik yeast ekstrakt (Li et al., 2004), Aspergillus sp.’den lipaz
tiretiminde % 1°lik pepton (Cihangir ve Sarikaya, 2004) ve Bacillus coagulans BTS-
3’den lipaz iiretiminde ise % 0,5 pepton ve % 0,5 yeast ekstrakt (Kumar et al., 2005)

en iyi azot kaynaklari olarak bildirilmistir.

Karbon ve azot kaynaklarinin etkisi incelenerek elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde % 0,5 pepton, % 0,5 zeytinyagi, % 0,5 gum arabic ve % 1

NaCl’den olusan besi ortami “enzim iiretim ortami” olarak belirlenmistir.
4.3.3. Lipaz Uretimi Uzerine Baslangic pH’sinin Etkisi

HBB 134’den lipaz iiretimi iizerine pH’nin etkisini belirlemek i¢in izolat pH 5,50-
8,50 arasinda enzim {iiretim ortaminda 65°C’de, 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru agirliklar1 ve hiicre ici
aktiviteleri tayin edilmistir (Cizelge 4.7). Ortam pH’indaki kiigiik farklar bakteri
gelisimini ve enzim {iretimini etkileyebilmektedir. HBB 134 pH 6,00’nin altindaki ve
8,50’1n iizerindeki pH’larda gelisim gosterememistir, bununla birlikte pH’1 8,50 olan
ortamda gelisim ¢ok zayif oldugu i¢in aktivite hesaplanamamustir. En iyi enzim
aktivitesi 19,51 U/mg ile organizma pH’1 6,50 olan ortamda gelistirildiginde elde
edilmistir. Benzer sekilde Fakhreddine et al. (1998) LCB 40 straininden lipaz
tiretiminde optimum pH’1n 6,4 oldugunu bildirmislerdir. Bunun disinda lipaz tiretimi
icin B. circulans MAS?2 igin pH 8,1 (Kademi, et al., 1999), B. coagulans BTS-3 i¢in
pH 8,5 (Kumar, et al., 2005), Aspergillus terreus (Gulati, et al., 1999) ve Geobacillus
sp. (Abdel-Fattah, 2002) i¢in pH 9,0 ve Lactobacillus casei CL96 i¢in pH 7,0 (Choi
ve Lee, 2001) en uygun pH’lar olarak bildirilmistir.

4.3.4. Lipaz Uretimi Uzerine Inkiibasyon Sicakhginin Etkisi

HBB 134°den lipaz iiretimi lizerine sicakligin etkisini belirlemek icin izolat 30-85°C
arasindaki sicakliklarda pH’1 6,50 olan enzim {iretim ortaminda 150 rpm hizda

calkalamali olarak 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin kuru
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Cizelge 4.6 Lipaz iiretimi iizerine ¢esitli azot kaynaklarinin etkisi

Azot kaynag Kuru agirhk | Spesifik Aktivite | x

(mg/mL) (U/mg hiicre)

(ORT. + S.H.)
Kontrol (LB) 0,68 20,71 + 0,180 a
Pepton 0,64 22,57+ 0,150 b
Tripton 0,61 22,42 + 0,260 b
Yeast ekstrakt 0,66 19,18 + 0,280 b
Beef ekstrakt 0,55 20,80 + 0,370 a
Kazein hidrolizat 0,55 17,61 £ 0,210 b
Jelatin 0,74 0,78 +£ 0,080 b
Ure 5,38 0,55 + 0,004 b
Amonyum siilfat 3,70 0,43 + 0,040 b
Amonyum nitrat 4,03 0,35 +0,020 b

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata
X: Kontrole gore farkli harf tagiyan ortalamalar istatistiksel olarak dnemlidir
(p <0,05)

Cizelge 4.7 Lipaz iiretimi lizerine baslangic pH’1inin etkisi

' Kuru agirlik Spesifik Aktivite
Ik pH (mg/mL) (U/mg hiicre) x | Son pH
(ORT. = S.H.)

5,00 0 - - -
5,50 0 - - -
6,00 0,5 6,86 + 0,16 a 5,72
6,50 0,90 19,51 +£0,32 b 8,32
7,00 0,65 13,50+ 0,18 c 8,06
7,50 0,47 11,03 + 0,09 d 7,28
8,00 0,39 8,81 +£0,07 e 7,87
8,50 0,01 - - 8,70
9,00 0 - - -

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0,05)

agirliklar ve hiicre i¢i aktiviteler tayin edilmistir (Cizelge 4.8). HBB 134, 30 °C’de
gelisim gdsterememis ve en iyi gelisim 50 °C’de elde edilmistir. Izolatmn 30 °C’de
gelisememesi termotolerant bir bakteri degil de termofil bir bakteri oldugunu
gostermektedir. Benzer sonuglar Bacillus circulans MAS?2 ile yapilan ¢alismada da
elde edilmistir. Bakteri 35-55 °C arasinda gelisim gostermis ve maksimum gelisim
hiz1 50 °C olarak belirlenmistir (Kademi, et al., 1999b). HBB 134’{in gelisimi 35
°C’den itibaren sicakligin artmasiyla birlikte artmis ve 50 °C’den sonra ise diisiise

gecmistir. En iyi hiicre gelisimi 50 °C’de elde edilirken, en iyi enzim tiretimi 79,69
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U/mg ile 45 °C’de elde edilmistir. Her ne kadar bulunan degerin diger sicakliklarda
elde edilen degerler ile arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli ¢ikmis olsa da 40
°C (72,14 U/mg hiicre) ve 50 °C (71,03 U/mg hiicre)’de elde edilen spesifik aktivite
sonuglar1 45 °C’deki sonuglara olduk¢a yakindir. Bu nedenle HBB 134°den 40-50 °C
arasindaki sicakliklarda enzim iiretimi yapilabilir. HBB 134°den lipaz iretimi (45
°C) ile hiicre gelisimi (50 °C) bire bir paralellik gostermemistir. Benzer sonuglar
farkli ¢alismalarda da goriilmiistiir. Bacillus thermoleovorans ID-1’in en iyi gelisim
sicakligi 65 °C iken en iyi lipaz tiretimini 50 °C’de gerceklestirmistir (Lee et al.,
1999). Thermus thermophilus’dan lipaz iiretiminde en uygun gelisim sicakligr 60°C
olarak belirlenirken enzim f{retimi i¢in en uygun sicakligin 70 °C oldugu
bildirilmistir (Dominguez, et al., 2005). HBB 134’ den lipaz iiretiminde 65 °C’nin

tizerindeki sicakliklarda belirgin bir diisiis goriilmiistiir.

Cizelge 4.8 Lipaz iiretimi lizerine sicakligin etkisi

Sicakhik | Kuru agirhk Spesifik A.!mVIte
(°C) (mg/mL) (U/mg hiicre) X
(ORT. £ S.H.)

30 0 - -
35 1,14 62,52+ 0,09 a
40 1,20 72,14 +£ 0,86 b
45 1,23 79,69 + 1,13 c
50 1,59 71,03 £ 0,68 b
55 1,28 48,88 £0,81 d
60 1,27 40,52 +0,10 e
65 1,11 18,93+ 0,12 f
70 0,86 2,76 £ 0,07 g
75 0,73 3,00+0,18 g
80 0,45 4,31 +0,07 g

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)

4.35. HBB 134’iin Zamana Bagh Gelisimi, Lipaz Uretimi Ve

Lipazin Lokalizasyonu

HBB 134 susunun optimum kosullarda zamana bagli gelisimi, lipaz iiretimi ve
lipazin lokalizasyonunu belirlemek i¢in Oncelikle stok kiiltiirden LB broth iceren

tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibe edilmistir. Gecelik kiiltiiriin absorbansi 600
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nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanmis ve pH’1 6,50 olan 200 mL enzim {iretim ortami1
iceren 1 L’lik erlene % 1 oraninda inokiile edilmistir. Kiiltiir 45 °C’de 150 rpm hizda
calkalamali olarak 24 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirden her 3 saatte bir Ornek
alinmistir. Alian 6rneklerin final pH’lar olgiiliip kuru agirliklan tayin edildikten
sonra ayrintilart “Materyal ve Yontem” de verilen S1, P1, S2 ve P2 fraksiyonlar1 elde
edilmistir. S1 fraksiyonu hiicre dis1 enzim aktivitesini, P1 fraksiyonu par¢alanmamis
hiicrelerdeki aktiviteyi, S2 fraksiyonu hiicre i¢i enzim aktivitesini ve P2 fraksiyonu

da membrana bagli enzim aktivitesini gostermektedir.

HBB 134 susu optimum kosullarda gelistirildiginde enzim iretiminin log fazinin
baglarinda baglayip, ortasinda (12. saatte) maksimum diizeye ulastigi saptanmistir
(Cizelge 4.9, Sekil 4.4). Enzim aktivitesinin biiyiik bir kismi hiicre i¢i fraksiyonda
(S2) goriilmiistiir. Bununla beraber par¢alanmamis hiicre fraksiyonunda da (P1)
enzim aktivitesi hiicre i¢i fraksiyonda gozlenen aktivite degerlerine oldukg¢a yakin
¢ikmistir. Bu durum substratin hidrolizlenmeden oOnce hiicre duvarmin iginden
gectigini gostermektedir. Daha 6nce yapilan bazi1 ¢aligmalarda da benzer sonuglar
elde edilmistir (Kademi et. al., 1999; Kakariari et. al, 2000). S2 fraksiyonunda 12.
saatten sonra zamana bagli olarak aktivitede diislis olmakla beraber 24. saatte bile

aktivitenin biiyiik boliimil (maksimum aktivitenin % 81°1) korunmustur.

Biitiin fraksiyonlarda 15. saatte aktivitede bir diislis gozlenmistir. Bu aktivite
kaybinin ortamdaki proteazlarin aktivitesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. S1
fraksiyonunda 15. saatteki diisiisten sonra 18. saatte aktivitede bir artis gdzlenmis ve
sonraki saatlerde aktivitede yeniden hafif bir diisiis olmustur; ancak bulunan degerler
istatistiksel olarak onemsiz ¢ikmistir. Aktivitedeki bu artisin nedeni hiicrelerin lizise
ugramasi sonucu hiicre i¢i enzimin bir kisminin disar1 salinmasindan dolayi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer bir durum Bacillus circulans MAS2’den esteraz
tiretiminde de bildirilmistir. MAS2’nin intraseliiler esteraz aktivitesi hiicre gelisimine
paralel olarak 10 saat boyunca artmis ve daha sonra inkiibasyon siiresi uzadikca
hiicre lizisine paralel olarak ekstraseliiler enzim aktivitesinde artis gorlilmiistiir
(Kademi et al., 1999). S1 fraksiyonunda 18. saatten sonra aktivitedeki hafif kaybin

enzimin hiicre dis1 sartlarda stabilitesini koruyamamasindan kaynaklandigi
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diistiniilmektedir. Chen et al. (1998) lipaz iiretiminin hiicre gelisimi disinda g
faktore bagli oldugunu bildirmislerdir: (i) proteaz olusumu, (ii) lipazin pH stabilitesi,
(i11) lipazin farkli pH’lardaki reaktivitesi. P2 fraksiyonunda enzim aktivitesi 15.
saatteki diisiisiinden sonra tekrar artmaya baslamis ve 21. saatte bir ¢ikis yaptiktan
sonra tekrar diisiise gec¢mistir. Bu durum membrana bagli ikinci bir enzim

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kiiltiir ortaminin pH’1 gelisimin basladigi 3. saatten itibaren yavag ama devamli bir
sekilde artarak 24. saat sonunda 8,28’e¢ ulagmistir. Bu durum organizmanin
ortamdaki bilesenleri kullanarak alkali {rlinler olusturdugunu gostermektedir.
Izolatin hiicre dis1 enzim aktivitesi yeterli olsaydi ortamdaki zeytinyaginin
hidrolizlenerek yag asitlerinin aciga ¢ikmasi ve dolayisiyla ortam pH’inin diigmesi
beklenirdi. Ancak lipaz aktivitesinin biiyiik boliimii hiicre i¢i oldugu ic¢in daha ¢ok

ortamdaki azot kaynaklar1 kullanilmig ve sonug olarak alkali iiriinler olusmustur.

Calismanin bundan sonraki agamalarinda A. flavithermus HBB 134, pH’1 6,50 olan
“enzim iretim ortam1” nda 45 °C’de 150 rpm hizda calkalamali olarak 12 saat
gelistirilmis ve hiicre i¢i enzim fraksiyonu (S2) saflastirma ve karakterizasyon

islemlerinde kullanilmstir.

4.3.  Anoxybacillus  flavithermus HBB 134 LIPAZININ
SAFLASTIRILMASI

Enzimin saflagtirma islemine gegilmeden 6nce Anoxybacillus flavithermus HBB 134
susu optimum iretim kosullarinda gelistirilmistir. Daha sonra hiicre i¢i enzim
fraksiyonu elde edilmis ve “ham ekstrakt” olarak adlandirilmistir. Ham ekstrakt
stirastyla amonyum stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, hidrofobik etkilesim kromatografisi,
diyaliz, ultrafiltrasyon ve jel filtrasyon kromatografisi islemlerinden gegirilerek
saflagtirilmistir. Saflastirma adimlarinda elde edilen fraksiyonlarin aktivite ve protein
tayinleri standart kosullar altinda gerceklestirilmistir. Son olarak fraksiyonlar
sodyum dodesil stilfat-poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve poliakrilamit
jel elektroforezi (PAGE) ile zimografi yapilarak goériintiilenmis ve standart proteinler

kullanilarak enzimin molekiil agirlig1 belirlenmistir.



Cizelge 4.9 A. hidirlerensis HBB 134'den lipaz iiretimi ve lipazin lokalizasyonu

Volum Aktivite (U/mL)

Zaman - . S1 P1 S2 P2

(saat) | KuruAgwhk (mg/mL) | FinalpH | pr"y sy | X | (ORT.+5H) | *| (ORT.28H) | X | (ORT.28H) | ¥
0 0 6,50 0 a 0 a 0 a 0 a
3 0,04 6,58 0 a 0 a 0 a 0 a
6 0,14 6,56 1,173<0,07 | b| 4083+021 |b| 4846+019 | b | 0481012 |b
9 0,30 7,09 1,192£0,05 |b| 6545£0,12 |c| 6090+031 |cd| 1955+0,15 |c
12 0,34 7,57 1455+0,02 | c| 7,013£043 |c| 6545+0,16 |d | 1487010 |d
15 0,38 8,04 1,186+0,08 |b| 49814017 |d| 5698+029 |ce| 1,051+0,12 |e
18 0,48 8,04 1,583£0,08 |c| 5307+0,13 |d| 5692=0,18 |ce| 1,147+0,04 |e
21 0,44 8,27 1,429£0,08 |c| 5237038 |d| 5654021 |ce| 1,987+0,14 |c
24 0,42 8,28 1,423£0,03 |c| 5692+0,11 |d| 5307010 |be| 1,872+0,10 |c

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata
X: Ay siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p < 0,05)
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Saflagtirma islemlerinin yaklasik % 80’inde ilk basamak olarak ¢oktiirme islemi
kullanilmaktadir ve bu amagla da en ¢ok amonyum siilfat tuzu (% 60) kullanilir.
Saflastirma islemlerinde ¢oktiirme isleminden sonra kromatografi adimlarina gegilir.
Bu amagla en ¢ok iyon degisim (% 67), jel filtrasyon (% 60) ve hidrofobik etkilesim
(%18) kromatografileri kullanilmaktadir (Saxena, et al., 2003a).

4.3.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Enzim i¢in en uygun amonyum siilfat doygunluk yiizdesini belirlemek i¢in ham
ekstrakta sirasiyla 0 °C’de % 20, 40, 60 ve 70 doygunlukta amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapilmis ve sirasiyla P1, P2, P3, P4 ve S4 fraksiyonlar1 elde edilmistir.
Biitiin fraksiyonlarda aktivite ve protein tayinleri yapilmis ve saflastirma katsayilari

ile % verimleri hesaplanmistir (¢izelge 4.10).

Buna gore % 40 ve 60’lik ¢oktiirmelerden elde edilen enzimin saflastirma katsayilar
I’in tlizerinde ve verimleri iyi oldugu i¢in bundan sonraki asamalarda % 60°lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmis ve elde edilen pellet 20 mM Tris-HCI
tamponuna kars1 bir gece diyaliz edilmistir. Diyalizat bir sonraki saflastirma adimi

olan fenil sefaroz CL-4B kolonuna uygulanmistir.

4.3.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Hidrofobik etkilesim kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.5°de G6zetlenmistir.
Kolon dolgu maddesi olarak Fenil Sefaroz CL-4B kullanilmistir. Kolon 6nce 0,2 M
(NH3)2S0O4 igeren 20 mM Tris-HCI (pH 8,00; 4°C) tamponu ile dengeye getirilmistir.
Diyalizata da 0,2 M (NH,;),SO,4 eklenmis ve kolona uygulanmistir. Kolon Once
baglanmayan proteinlerin uzaklastirilmasi igin 0,2 M (NH,),SO, igeren tamponla
yikanmistir. Daha sonra kolona ters (NHy4),SO,4 gradienti uygulanarak proteinlerin ve
lipazin ¢ikmasi amacglanmistir. Fraksiyonlarda aktivite tayini yapilmis ve ancak
gradientin sonunda bir miktar enzim ¢ikisinin oldugu gériilmiistiir. Bu nedenle kolon
tuz icermeyen tamponla yikanmaya devam edilmistir. Tamponla yikama ile elde
edilen ilk fraksiyonlarda da bir miktar aktivite belirlenmekle birlikte istenilen aktivite

piki saglanamamistir. HBB 134 lipazinin ters gradient ve tamponla yikama sonucu
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tamaminin geri elde edilememesi, bu lipazin hidrofobik karakterde oldugunu
diisiindiirmektedir. Lipazi kolondan geri kazanabilmek i¢in kolon % 30’luk propanol
ile yikanmis ¢ikan fraksiyonlarda aktivite tayin edilmistir. Istenilen aktivite ¢ikis1 86
ve 87. fraksiyonlarda elde edilmistir. Bu fraksiyonlar birlestirilmis ve 20 mM Tris-
HCI (pH 8,00, 4°C) tamponuna kars1 20-24 saat diyaliz edilmistir. Diyalizat 10.000
MWCO ultrafiltrasyon membrani ile konsantre edilmis ve 6rnekte aktivite ve protein
tayini yapilmistir. Buradan elde edilen fraksiyonda % 21°lik bir verimle 5,4 katlik bir
saflastirma elde edilmistir (Cizelge 4.11). Literatirde de hidrofobik etkilesim
kromatografisinde ters gradient sonucu kolondan ¢ikarilamayan orneklerin cesitli
deterjanlar veya ¢oziiciiler kullanilarak kolondan ¢ikarildigi calismalar mevcuttur.
Brush et al. (1999) Ophistoma piliferum’dan lipaz saflagtirmada ilk kromatografi
adimi olarak hidrofobik etkilesim kromatografisini kullanmiglardir. Arastiricilar,
lipazin kolon dolgu maddesi olarak kullanilan oktil sefaroza ¢ok siki baglandigini ve
bu nedenle enzimi kolondan ¢ikarmak i¢in % 0,2’lik Triton X-100 kullandiklarini
bildirmislerdir. Ogino et al. (2000) Pseudomonas aeruginosa LST-03’{in lipazini
saflastirirken amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon degisim kromatografisinden sonra
liclincli adim olarak hidrofobik etkilesim kromatografisini kullanmiglardir. Kolonda
dolgu maddesi olarak kullanilan fenil sefaroz 6 fast flow jelden enzimi ayirmak igin
% 45°1ik isopropanol ile kolonu yikamislardir. Saxena et al. (2003b) Aspergillus
carneus’dan lipaz saflagtirirken amonyum siilfat ¢oktiirmesini takiben hidrofobik
etkilesim kromatografisi uygulamislar ve kolon dolgu maddesi olarak oktil sefaroz
CL-4B kullanmislardir. Kolona baglanan enzimi ayirmak i¢in % 30’luk izopropanol

kullanmiglardir.

4.3.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi ile ilgili sonuglar Sekil 4.6’da Ozetlenmistir. Jel
filtrasyon kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak Sefadeks G-100
kullanilmistir. Fenil sefaroz CL4B kolonundan ¢ikan ornek konsantre edilerek
kolona uygulanmistir. Kolon tamponla yikanarak proteinler kolondan
cikarilmiglardir. Fraksiyonlarda aktivite tayini yapilmis ve 9. fraksiyonda aktivite

piki elde edilmistir. Bu fraksiyonda protein tayini de yapilarak saflagtirma katsayisi
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ve verimi hesaplanmistir (Cizelge 4.11). Enzim % 3’ lik bir verimle 7,4 kat

saflastirilmistir.

4.3.4. SDS-PAGE ve PAGE ile Enzimin Molekiil Agirhg Tayini ve

Zimogram

Saflastirma boyunca elde edilen fraksiyonlar toplanarak enzimin safliginin kontrolii
ve molekiiler agirliginin saptanmasi igin PAGE ve SDS-PAGE yapilmistir (Sekil 4.7
ve 4.8). PAGE ile elde edilen jel ikiye boliinmiis ve bir yarisi protein boyamasi diger
yarist da zimogram icin kullanilmistir. Zimogramda goriintiilenen seffaf bantin
karsilig1 olan protein bandi belirlenmistir. Daha sonra SDS-PAGE yapilarak ayni
bandin ve standartlarin Rf degerleri hesaplanmis ve standart grafik ¢izilmistir (Sekil
4.9). Grafigin denkleminden yararlanilarak enzimin molekiil agirlig1 ~ 64 kDa olarak
bulunmustur. Mikrobiyal lipazlarin molekiiler agirliklar1 11 kDa-76 kDa arasinda
degismektedir (Castro-Ochoa et al., 2005). Schmidt-Dannert et al. (1997) termofilik
Bacillus thermocatenulatus’dan molekiil agirliklar1 16 ve 43 kDa olan iki lipaz
saflagtirmiglardir.  Castro-Ochoa et al. (2005) termoalkalofilik  Bacillus
thermoleovorans CCR11 lipazinin 11 kDa molekiiler agirliga sahip oldugunu ve bu
lipazin bakteriyal lipazlar arasinda bilinen en kiigiik lipaz oldugunu bildirmislerdir.
Bunun disinda Bacillus subtilis 168 lipazinin 19 kDa (Lesuisse, et al., 1993),
Pseudomonas aeruginosa LST-03 lipazimin 27,1 kDa (Ogino, et al., 2000),
Pseudomonas fluorescens HU380 lipazinin 64 kDa (Kojima ve Shimizu, 2003),
Bacillus cereus C71 lipazinin 42 kDa (Chen, et al., 2007), Bacillus licheniformis
MTCC 6824 metallolipazinin 74,8 kDa (Chakraborty ve Raj, 2008), Pseudomonas
aeruginosa PseA lipazinin 60 kDa (Gaur, et al., 2008) ve Serratia marcescens
ECU1010 lipazinin 65 kDa (Zhao, et al., 2008) molekiiler agirliga sahip oldugu
bildirilmistir.



Cizelge 4.10 Amonyum siilfat ¢oktiirme basamaklari

100

Amonyum _ Total hacim Total Aktivite Total Protein Spesifik Aktivite Saflastirma | Verim
siilfat (%) Fraksiyon (mL) (U/mL) (mg/mL) (U/mg) katsayist (%)
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)
Ham 10 1249,42 + 27,61 25,03 + 0,58 49,92 + 0,33 1 100
ekstrakt
20 P1 1,5 21,15+ 0,24 1,26 £ 0,05 16,93 + 0,88 0,34 1,69
40 P2 1,5 314,54 + 1,81 3,35+0,17 94,46 + 4,14 1,89 25,17
60 P3 15 463,93 +£ 14,78 8,10 £0,82 58,06 £ 3,91 1,16 37,13
70 P4 15 11,75+ 0,05 2,00 + 0,02 5,87 +0,06 0,12 0,94
70 siipernatanti S4 9 23,23+0,72 1,50+ 0,13 15,69 + 1,35 0,31 1,86

ORT. : Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata
X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0,05)
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Cizelge 4.11. A. flavithermus HBB 134 lipazinin saflastirma adimlar1

Total | Volum Aktivite | Total Aktivite Protein Total Protein | Spesifik Aktivite Saflastirma o
Fraksiyon hacim (U/mL) (U/mL) (mg/mL) (mg/mL) (U/mg) K ts 1 Ver(;m
(mL) | (ORT.+S.H.) | (ORT.£S.H.) | (ORT.+S.H.) | (ORT.+S.H) | (ORT.+S.H.) atsayls
Ham ekstrakt 40 82,97 £ 1,21 2489,03 + 36,26 1,61 £0,01 48,44 + 0,27 51,38 £0,73 1 100
Diyalizat 3,9 417,54 £ 16,83 | 2045,94 + 82,47 6,51 +£0,07 31,88+ 0,34 64,14 +2,03 1,2 82
Fenil sefaroz
CL4B (86-87) 3 174,34 £ 2,35 523,03 +7,05 0,63 £0,01 1,88 0,03 279,17 £ 7,60 54 21
(Sge)fadeks G100 1 5 13914007 | 6953+035 | 0,04£00003 | 0,18+0002 | 37835157 74 3

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata
X: Ay siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p < 0,05)
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4.4. ENZIMIN KARAKTERIZASYONU

Saflagtirma adimlarmin sonuncusu olan jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde
edilen fraksiyonun verimi ¢ok diisiik oldugu i¢in enzimin karakterizasyon caligmalari
hidrofobik etkilesim kromatografisinden elde edilen kismi saflastirilmis enzimle

gerceklestirilmistir.
4.4.1. Enzim Aktivitesi Ve Stabilitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Enzim aktivitesi ve stabilitesi iizerine pH’nin etkisi incelenmeden &nce p-
nitrofenoliin farkli pH’lardaki molar absorbans katsayilar1 belirlenmistir. Bunun i¢in
p-nitrofenoliin pH 5,00-11,90 arasindaki tamponlarda 0,01-0,05 M aras1 ¢ozeltileri
hazirlanmis ve 410 nm’de absorbanslari okunmustur. Daha sonra absorbansa karsi
konsantrasyon grafigi c¢izilerek grafigin egiminden molar absorbans katsayilari

belirlenmistir (Cizelge 4.12).

Enzim aktivitesi lizerine pH’ nin etkisi, substrat olarak triolein kullanilarak pH-stat
yontemi ile belirlenmistir. Enzim pH 6,50’in altinda ve 10,50’in {izerinde aktivite
gosterememistir. Enzim maksimum aktivitesini pH 9,00’da gostermis ve bu aktivite
degerinin digerleriyle arasindaki fark istatistiksel olarak ©6nemli bulunmustur.
Bununla beraber pH 9,00’un 0,5 birim altinda ve iistiindeki pH’larda dikkate deger
bir aktivite gorilmiistiir (Cizelge 4.13, Sekil 4.9). Lipazlarin genellikle alkali
pH’larda aktivite gosterdikleri bilinmektedir (Fojan, et al., 2000). Bacillus subtilis
168’in alkali-tolerant lipazinin optimum aktivitesini pH 10,00’da gosterdigi ve
aktivitenin pH 10,50’in dstiinde ve 6,50’in altinda hizla distiigii bildirilmistir
(Lesuisse, et al., 1993). Bacillus sp. J 33 lipazinin optimum pH 8,00-8,50 arasinda
(Nawani et al., 1998), Pseudomonas sp.’den elde edilen alkali-tolerant termostabil
lipazin optimum pH 9,60’da (Kulkarni ve Gadre, 1999), Pseudomonas sp. AG-8
lipazinin optimum pH 8,00-8,50’de (Sharma, et al., 2001a), Acinetobacter sp. RAG-
1 lipazinin optimum pH 9,00’da (Snellman et al., 2002) Aspergillus carneus’dan elde
edilen alkali termostabil lipazin optimum pH 9,00’da (Saxena, et al., 2003Db),
Bacillus thermoleovorans CCR11’in termoalkalofilik lipazinin optimum pH 9,00-
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10,00 arasinda (Castro-Ochoa, et al., 2005), Bacillus sp.’den elde edilen lipolitik
enzimin optimum pH 8,50’de (Nawani, et al., 2006) ve Pseudomonas fluorescens
JCM5963 lipazinin optimum pH 9,00°da (Zhang et al., 2009) aktivite gosterdigi
bildirilmistir. Diger bir ¢alismada Bacillus licheniformis MTCC 6824 lipazinin
optimum aktivitesini pH 8,00’de gosterdigi ve pH 7,00’nin altinda ve 9,00°un
tistlinde aktivitenin 6nemli oranda diistligii bildirilmistir (Chakraborty ve Raj, 2008).

Ancak maksimum aktivitesini nétrale yakin pH’larda gosteren lipazlar da mevcuttur.
Ornegin Pseudomonas aeruginosa LST-03 lipazinimn pH 6,00-7,00 arasinda (Ogino et
al., 2000), Bacillus megaterium lipazinin pH 6,00’da (Lima et al., 2004) ve
Acinetobacter sp. ES-1 lipazinin ise pH 7,0’de (Lee et al., 2006) optimum aktivite
gosterdigi bildirilmistir.

Enzimin genis bir pH araliginda (pH 6,00-11,00) oldukca stabil oldugu goriilmiistiir.
pH 8,00-11,00 arasinda 24 saat sonunda aktivitenin tamamen korundugu ve bu
degerlerin kontrolle arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli olmadigi
goriilmiistiir. pH 6,00 ve pH 7,00’de 6. saatten itibaren aktivitenin kontrol grubuyla
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
aktivitenin en azindan % 94’ten fazlas1 korunmustur (Cizelge 4.14 ve Sekil 4.10 ).
Enzimin genis bir pH araliginda stabil olmasi ve 6zellikle alkali pH’larda stabilitesini
korumus olmasi nedeniyle deterjan endiistrisi i¢in onemli bir potansiyele sahip
oldugu soylenebilir. HBB 134 lipaz1 diger pek ¢ok lipazdan daha genis bir pH
araliginda stabilitesini korumustur. Ornegin, Pseudomonas sp. lipaz1 pH 5,00-9,00
arasinda 2 saat sonunda aktivitesinin ancak % 70’ini (Kulkarni ve Gadre, 1999) ve
Pseudomonas fluorescens JCM5963 lipazi da pH 5,00-9,50 arasinda 20 saat sonunda
aktivitesinin yaklasik % 80’ini korumustur (Zhang et al., 2009). Bunun diginda
Aspergillus carneus lipazi pH 8,00-10,00 arasinda 24 saat (Saxena, et al., 2003b),
Bacillus sp. J 33 lipaz1 pH 7,00-9,50 arasinda 30 dakika (Nawani et al., 1998),
Acinetobacter sp. RAG-1 lipaz1 pH 5,80-9,00 arasinda 24 saat (Snellman et al.,
2002) ve Pseudomonas sp. S5 lipazi da pH 7,00-9,00 arasinda 30 dakika (Rahman et
al., 2005) stabilitesini koruyabilmistir.
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Bunun disinda Bacillus sphaericus 205y lipazinin pH 5,00-13,00 arasinda 30 dakika
(Sulong et al., 2006), Staphylococcus aureus’dan elde edilen lipazin ise pH 5,00-
12,00 arasinda 24 saat stabil kaldig1 bildirilmistir (Horchani et al., 2009).

Cizelge 4.12 pNP’ iin farkli pH’ lardaki molar absorbans katsayilari

pH Molar Absorbans Katsayisi
(mM™em™)
5,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPQO,) 0,2
5,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPO,) 0,58
6,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPOy,) 1,57
6,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPOy,) 4,57
7,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- Na,HPQOy,) 8,71
7,50 (Tris-HCI) 16,03
8,00 (Tris-HCI) 17,34
8,50 (Tris-HCI) 18,26
9,00 (Glisin-NaOH) 18,11
9,50 (Glisin-NaOH) 18,15
10,00 (Glisin-NaOH) 18,04
10,50 (Glisin-NaOH) 18,56
11,00 (Fosfat Tamponu-Na,HPO,-NaOH)) 18,14
11,50 (Fosfat Tamponu-Na,HPO,-NaOH)) 18,42
11,90 (Fosfat Tamponu-Na,HPO,-NaOH)) 18,49
1800 -
1600 -
1400 -
75 1200 -
£ 1000 -
2
> 800 -
> 600 -
400 -
200 -
0 . . . . .
400 500 600 7,00 800 900 10,00 11,00 12,00

pH

Sekil 4.9 Enzim aktivitesi tizerine pH’ nin etkisi
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Cizelge 4.13 Enzim aktivitesi iizerine pH’ nin etkisi

VA (umol/dk.mL
pH X (O(ll;T. +S.H.) )
6,00 a 0
6,50 b 106,61 + 14,97
7,00 c 270,69 + 21,03
7,50 c 362,76 £ 18,29
8,00 d 642,30+ 15,42
8,50 e 1321,80 £ 27,79
9,00 f 1599,87 + 73,74
9,50 e 1264,27 + 46,18
10,00 g 504,02 + 37,51
10,50 ab 31,28 £3,04
11,00 a 0

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan
ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0,05)

—o—pH 6,00 =&-pH 7,00 =#—pH 8,00
=>&=pH 9,00 ==pH 10,00 pH 11,00
0 1 6 12 24

Zaman (saat)

Sekil 4.10 Enzim stabilitesi tizerine pH’ nin etkisi
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Cizelge 4.14 Enzim stabilitesi tizerine pH’ nin etkisi

Kalan Aktivite (%)
Zaman pH 6 X pH 7 X pH 8 x pH 9 X pH 10 X pH 11 X
(ORT. + S.H.) (ORT. =+ S.H.) (ORT. £ S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. = S.H.)
0 100 £ 0,14 a 100 £ 0,06 a 100 + 0,09 a 100+ 0,28 a 100 £ 0,04 a 100+ 0,14 a
1 98 £ 0,08 a 100 + 0,07 a 101 £0,02 a 101 £0,13 a 100+ 0,24 a 100+ 0,18 a
6 95 £ 0,09 b 95+0,18 b 100+ 0,05 a 101 £0,07 a 101 £0,28 a 101 £0,10 a
12 96 + 0,06 b 96 £ 0,16 b 100+ 0,07 a 101 £ 0,03 a 101 £0,11 a 102 +£ 0,07 a
24 94 + 0,09 b 97 £ 0,11 b 101 £ 0,06 a 101 £ 0,08 a 101 £ 0,04 a 102 + 0,03 a

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H. : Standart hata
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)
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4.4.2. Enzim Aktivitesi ve Stabilitesi Uzerine Sicakhigin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in 5-95°C arasindaki
sicakliklarda pH 8,00 olarak hazirlanan Tris-HCI tamponlar1 kullanilarak enzim
aktivitesi tayin edilmistir. Sicakligin 5°C’den itibaren kademeli sekilde artirilmasiyla
enzim aktivitesinin de dogrusal olarak arttigi ve 50°C’de maksimuma ulastiktan
sonra 60°C’den itibaren diistise gectigi goriilmiistiir. Maksimum enzim aktivitesi 50
°C’de goriilmekle birlikte, 55°C’deki aktivite degeri de maksimum degere oldukg¢a
yakin bulunmustur ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi
goriilmiistiir (Cizelge 4.15, Sekil 4.11). Bu sonuglara gore, HBB 134 lipaz1 55°C’de
de rahatlikla kullanilabilir. Benzer olarak Streptomyces rimosus (Abrami¢ et al.,
1999), Acinetobacter sp. RAG-1 (Snellman et al., 2002), Bacillus megaterium (Lima
et al., 2004), Bacillus sphaericus 205y (Sulong et al., 2006), Staphylococcus aureus
(Horchani et al., 2009) ve Pseudomonas fluorescens JCM5963 (Zhang et al.,

2009)’den elde edilen lipazlar da maksimum aktivitelerini 55 °C’de gostermislerdir.

HBB 134 lipazinin optimum sicaklik degeri, optimum aktivitesini 37 °C’de gosteren
Pseudomonas aeruginosa LST-03 (Ogino et al., 2000) ve Pseudomonas mendocina
PK-12CS (Jinwal et al., 2003) lipazlarindan, 40 °C’de gosteren Acinetobacter sp.
ES-1 (Lee et al., 2006), Yarrowia lipolytica (Yu et al., 2007) ve Pseudomonas
aeriginosa PseA (Gaur, et al., 2008) lipazlarindan, 45 °C’de gosteren Pseudomonas
sp. S5 (Rahman et al., 2005) ve Serratia marcescens ECU1010 (Zhao et al., 2008)
lipazlarindan daha yiiksektir. Buna karsin maksimum aktivitelerini daha yiiksek
sicakliklarda gosteren lipazlar da mevcuttur. Pseudomonas sp. KWI-56 (Iizumi, et
al., 1990), Bacillus sp. J 33 (Nawani et al., 1998), Bacillus thermoleovorans CCR11
(Castro-Ochoa, et al., 2005) ve Bacillus sp. (Nawani ve Kaur, 2007) lipazlarinin
optimum aktivitelerini 60°C’de, Bacillus sp. H-257’nin monoagilgliserol lipazinin ise

optimum aktivitesini 75°C’de (Imamura ve Kitaura 2000) gosterdigi bildirilmistir.

Enzim stabilitesi iizerine sicakligin etkisini belirlemek icin enzim ¢ozeltisi 25°C,
40°C, 50°C, 65°C, 80°C ve 95°C’lerde ve pH 9,00°da 24 saat boyunca inkiibe
edilmis ve inkiibasyon boyunca belirli araliklarda Ornekler alinarak optimum

kosullarda spektrofotometrik olarak aktivite tayini yapilmistir. Enzimin 25°C’de 24
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saat boyunca aktivitesinin tamamini korudugu ve bulunan degerlerin 0. saatle
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi goriilmistiir. Enzimin 40°C ve
50°C sicakliklarda 1 saat sonunda aktivitesinin tamamin1 korudugu belirlenmistir.
Enzim aktivitesinin daha sonraki saatlerde diistiigii ve bu diisiisiin 0. saate gore
istaistiksel olarak onemli oldugu goriilmistiir. Bununla beraber 24 saat sonunda
aktivitenin en azindan % 85’inden fazlasi korunmustur (Cizelge 4.16). Enzimin bu
sicakliklardaki yiiksek stabilitesi endiistriyel islemlerde kullanimi agisindan uygun
bir enzim oldugunu gostermektedir. Enzim 65°C, 80°C ve 95°C’de 1 saat sonunda
aktivitesinin sirastyla % 50, 42 ve 39’unu koruyabilmistir (Cizelge 4.16, Sekil 4.12).
HBB 134’{in bu stabilite derecesi diger bazi1 bakteriyal lipazlardan daha iistiindiir.
Ornegin, Streptomyces rimosus’dan elde edilen lipazin 50°C’de 30 dakika stabil
kaldig1, 90°C’de ise 30 dakika sonunda aktivitesinin yaklasik % 30’unu korudugu
bildirilmistir (Abrami¢ et al., 1999). Pseudomonas mendocina PK-12CS’den elde
edilen lipaz 45 ve 57°C sicakliklarda 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin
sirastyla % 50 ve 25’ini koruyabilmistir (Jinwal et al.,, 2003). Bacillus
thermoleovorans CCR11 lipazinin 50-60 °C’lerde 1 saat sonunda aktivitesinin %
75’ini korurken, 70°C’de aktivitesini tamamen kaybettigi bildirilmistir (Castro-
Ochoa, et al., 2005). Pseudomonas sp. S5 lipazinin 45°C’nin altinda 30 dakika
boyunca stabil oldugu, 50°C’de 30 dakika sonunda aktivitesinin yaklasik % 80’ini
korurken, 55 °C’de 2 saat inkiibasyon sonunda aktivitenin tamamen kayboldugu
bildirilmistir (Rahman et al., 2005). Acinetobacter sp. ES-1 lipaz1 50°C’de 30 dakika
sonunda aktivitesinin yaklasik % 50’sini koruyabilmistir (Lee et al., 2006). Bacillus
sphaericus 205y’nin lipaz1 45°C’de 30 dakika inkiibasyon sonunda aktivitesinin
ancak yaklasik % 50’sini (Sulong et al., 2006), Pseudomonas aeriginosa PseA
lipazinin ise 50°C’de 4 saat sonunda aktivitesinin ancak % 40’11 koruyabildigi
(Gaur, et al., 2008) bildirilmistir. Serratia marcescens ECU1010 lipazinin 50°C’de 1
saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 71’ini (Zhao et al., 2008), Staphylococcus
aureus lipazinin da 60°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda aktivitesinin % 50’sini
korudugu bildirilmistir (Horchani et al., 2009).

Buna karsin 60°C’de 24 saat sonunda aktivitesinin % 96’dan fazlasin1 koruyan
Pseudomonas sp. KWI-56 (lizumi, et al., 1990) ve 60°C’de 1 saat stabil kalan
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Bacillus sp. (Nawani ve Kaur, 2007) lipazlart HBB 134 lipazindan daha iyi bir

sicaklik stabilitesine sahiptirler.

Cizelge 4.15 Enzim aktivitesi lizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) X VA (pmol/dk.mL)
(ORT. + S.H.)
5 a 3,26 + 0,64
10 ab 3,99 +0,15
15 c 5,26 £0,19
20 e 7,89 +£0,57
25 f 9,04 +£0,14
30 fg 9,39 +0,18
35 g 10,01 + 0,42
40 h 12,32+ 0,13
45 h 12,84 + 0,35
50 1 15,92 + 0,33
55 1 15,14 £ 0,47
60 i 6,77+0,12
65 abj 3,15+0,08
70 aj 2,94 £ 0,05
75 aj 2,92 £ 0,02
80 aj 2,76 £ 0,05
85 ajk 2,67+0,07
90 jm 2,28 £0,04
95 jm 2,31 +£0,09

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)



VA (U/mL)

1
1
1
1
1

Kalan Aktivite (%)

8,0
6,0
4,0
2,0
0,0
8,0
6,0
4,0
2,0
0,0
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Cizelge 4.16 Enzim stabilitesi {izerine sicakligin etkisi

Kalan Aktivite (%)
Zaman 25°C X 40 °C X 50 °C X 65 °C 80 °C 95 °C
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)

0 100+£0,15 a 100 £ 0,12 a 100 + 0,06 a 100 + 0,52 100 £ 0,39 100+ 0,16
1 101 £0,03 a 101 £ 0,01 a 100 £ 0,12 a 50+0,13 42 +0,09 39+0,15

6 101 £ 0,15 a 95 +£0,23 b 87 +0,06 b - - -

12 102 £ 0,08 a 94+ 0,19 b 86 +0,07 c - - -

24 101 £0,12 a 92 +0,12 b 85+0,02 c - - -

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H. : Standart hata
X: Ayni siitunda farkl harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)
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4.4.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Enzim aktivitesi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek i¢in enzim
optimum pH ve sicaklikta sabit substrat konsantrasyonunda farkli siirelerde inkiibe

edilerek aktivitesi tayin edilmistir.

Enzim ve substrat farkli siirelerde inkiibe edildiginde olusan iirlin miktar1 zamana
bagl olarak artmustir. Bununla birlikte ilk 30 dakikalik artisin dogrusal oldugu ve 45
dakika sonundaki aktivite degeri ile arasindaki farkin istatistiksel olarak Onemli
olmadigr gorilmiistiir (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.17). Bu nedenle bundan sonraki

standart enzim aktivite deneyleri 30 dakikalik inkiibasyonlarla yapilmistir.

Cizelge 4.17 Enzim aktivitesi {izerine inkiibasyon siiresinin etkisi

Inkiibasyon siiresi X V?O(ﬁl,}w:lb/(;ka)L)

10 a 8,46 + 0,41

15 b 9,65 + 0,06

20 c 10,83 £ 0,09
25 c 11,29 £ 0,28
30 d 12,76 £ 0,18
45 de 13,31 £ 0,09
60 e 13,70+ 0,16

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak dnemlidir (p < 0,05)
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Sekil 4.13 Enzim aktivitesi lizerine inkiibasyon siiresinin etkisi
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4.4.4. Enzim Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi optimum sicaklik ve pH’
da (50 °C ve pH 9,00) sabit inkiibasyon siiresinde farkli konsantrasyonlarda (5-120

uM) substrat (pNPL) kullanilarak enzim aktivitesinin dl¢iilmesiyle belirlenmistir.

Substrat konsantrasyonunun 5 uM’dan 80 pM’a kadar kademeli olarak artirilmasiyla
birlikte enzim aktivitesinin de arttigi ve bu degerler arasindaki farkin istatistiksel
olarak onemli oldugu goriilmiistiir. Substrat konsantrasyonu 80 uM’dan 120 uM’a
kadar artirildiginda ise enzim aktivitesindeki artisin durdugu goriilmiis ve bu degerler
arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigi saptanmistir (cizelge 4.18,

sekil 4.14).

Enzimin maksimum hiz1 (Vmax) ve Michaelis-Menten sabiti (Km) Lineweaver-Burk
grafiginden hesaplanmistir. Lineweaver-Burk grafigi 1/V’ye karst 1/[S] olarak
cizilmistir (Sekil 4.15). Bu grafigin dogru denklemi y = 0,167x + 0,002 ve
tamamlayicilik katsayist (R?) ise 0,989 olarak bulunmustur. Denklemde dogrunun
dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,002 degerini verdiginden, Vmax degeri 500
U/mg protein olarak hesaplanmigtir. Dogrunun yatay ekseni kestigi nokta ise, -1/Km
= -0,1198 olup Km degeri 83,47 uM olarak bulunmustur. HBB 134’iin Km degeri
daha 6nce yapilan bazi ¢alismalarda elde edilen Km degerlerinden ¢ok daha diisiik
bulunmustur. Bu durum enzimin bu substrata karsi spesifitesinin digerlerine gore
daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Substrat olarak pNPL kullanildiginda,
Bacillus sp.’den elde edilen lipazin Km ve Vmax degerleri sirastyla 0,5 mM ve 0,139
uM/min/mL (Nawani, et al., 2006), diger bir Bacillus sp. lipazinin Km ve Vmax
degerleri sirasiyla 0,19 mM ve 0,032 uM/min/mL (Nawani ve Kaur, 2007) ve bir
maya olan Rhodotorula glutinis’den elde edilen lipazin Km degeri ise 0,7 mM olarak
bildirilmistir (Hatzinikolaou, et al., 1999).
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Cizelge 4.18 Enzim  aktivitesi lizerine  substrat
konsantrasyonunun etkisi

Substrat X SA (pmol/dk.mg)
konsantrasyonu (uM) (ORT.£S.H,)
5 a 29,27+ 1,11
10 b 4587+ 1,18
20 c 87,14 £ 2,43
30 d 123,19+ 1,51
40 e 158,35+ 1,21
50 f 187,59 + 1,61
60 g 210,33 + 2,00
70 h 233,46 + 2,60
80 i 254,99 £ 1,91
90 i 258,60 £ 2,36
100 i 259,71 + 1,28
120 i 258,60 + 1,48

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Ayn siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak énemlidir (p < 0,05)

0 20 40 60 80 100 120 140
Substrat konsantrasyonu [S] (uM)

Sekil 4.14 Enzim aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(Michaelis-Menten grafigi)
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Sekil 4.15 Enzim aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(Lineweaver-Burk grafigi)

4.45. Enzimin Sicakhk Stabilitesi Uzerine Polihidrik Alkollerin
Etkisi

Enzimin sicaklik stabilitesini artirmak amaciyla cesitli polihidrik alkollerin (etilen
glikol, gliserol, sorbitol, mannitol) etkisi incelenmistir. Enzim 1,0 M, 2,0 M ve 3,0 M
konsantrasyonlarda polihidrik alkol igeren pH 9,00 glisin-NaOH tamponunda 65
°C’de 1 saat inkiibe edilmis ve kalan aktiviteler1 0. saate gore % deger olarak
belirlenmistir. Hicbir katki icermeyen enzimin de aymi kosullarda aktivitesi tayin

edilmis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Kontrol grubu 65 °C’de 1 saat sonunda aktivitesinin % 50°sini koruyabilmistir.
Etilen glikoliin (2 —OH grubu) stabiliteyi artirici bir etkisi gézlenmemistir. Gliserol
(3 —OH grubu) 3,0 M konsantrasyonda kullanildiginda kalan aktivite % 66’ya
c¢ikmistir. Sorbitol (6 —OH grubu) ve mannitolin (6 —OH grubu) de artan
konsantrasyonlarinda kalan aktivite degerlerinin de dogru orantili olarak arttig
gozlenmigtir. Sorbitol ve mannitol 3,0 M konsantrasyonda kullanildiklarinda
aktivitenin sirasiyla % 88 ve % 92’si korunmustur ve mannitoliin 0. saatle arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.19, Sekil 4.16). Polihidrik
alkollerin hidroksil grubu sayis arttikga stabiliteyi de daha ¢ok artirdigi gbzlenmistir.
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Ayni sayida hidroksil grubu igeren sorbitol ve mannitol ile elde edilen sonuglarin ¢ok

benzer ¢ikmasi bu goriisii desteklemektedir.

Bacillus sp. J33 (Nawani ve Kaur, 2000), Bacillus stearothermophilus MC 7
(Kambourova, et al., 2003), Rhizomucor miehei (Noel ve Combes, 2003) ve Bacillus
licheniformis MTCC 6824 (Chakraborty ve Raj, 2008)’den elde edilen lipazlarla da
benzer sonuglar elde edilmistir. Nawani ve Kaur (2000), dielektrik katsayisi
suyunkinden diisiik olan c¢ozeltilerin dielektrik katsayilarinin diistiigii oranda (su 78,
gliserol 42, etilen glikol 37 ve sorbitol 33,5) enzimin termostabilitesini artirdigini
bildirmislerdir. Bu ¢ozeltilerin proteinlerin tersiyer yapilarinin korunmasinda ¢ok
onemli olan hidrofobik etkilesimleri kuvvetlendirdikleri ve bdylece daha yiiksek
sicakliklarda enzimin yar1 6mriinii artirdiklar: bildirilmistir (Nawani ve Kaur, 2000).
Chakraborty ve Raj (2008) ise enzim stabilitesinin, polihidrik alkollerdeki serbest
hidroksil (-OH) grubu sayist ile dogru orantili olarak arttigini yani daha fazla

hidroksil grubu igerenlerin stabiliteyi daha ¢ok artirdigini soylemislerdir.

100 - 92
90 | WIME2ME3M 87 88 89

80 -
70 - 66

60 - 495
50 -

40 -
30 -
20
10 -

Kalan Aktivite (%0)

Kontrol Etilen glikol Gliserol Sorbitol Mannitol

Sekil 4.16 Enzimin sicaklik stabilitesi izerine polihidrik alkollerin etkisi



Cizelge 4.19 Enzimin sicaklik stabilitesi tizerine polihidrik alkollerin etkisi

120

Kalan Aktivite (%)
Konsantrasyon Kontrol X Etilen glikol X Gliserol x Sorbitol x Mannitol X
(M) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)

0 1,0M 100 + 0,15 a 100 +0,11 a 100 +0,11 a 100 + 0,17 a 100 + 0,13 a
21 1,0M 50+0,13 b 50+ 0,09 b 49 + 0,04 b 69 £ 0,09 b 70 £ 0,07 b
(153
210 20M 100 + 0,15 a 100 + 0,13 a 100 + 0,19 a 100 + 0,62 a 100 + 0,09 a
c
g 1 20M 50+ 0,13 b 41 £0,13 b 54+0,13 b 87+ 0,15 b 89 + 0,05 b
ﬁ 0 3,0M 100 £ 0,15 a 100 £ 0,26 a 100 £ 0,28 a 100 £ 0,12 a 100 £ 0,46 a

1 30M 50+ 0,13 b 39+0,14 b 66+ 0,15 b 88 + 0,11 b 92 +0,57 a

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H. : Standart hata
X: Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (p < 0,05)
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4.4.6. Enzim Stabilitesi Uzerine Organik Coziiciilerin Etkisi

Enzim stabilitesi {izerine organik c¢oziiciilerin etkisini belirlemek i¢in organik
¢oziiciiler enzimle final konsantrasyonlar1 % 10 ve % 50 olacak sekilde karistirilmis
ve 50 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Hicbir organik ¢oziicli igermeyen enzim de
kontrol olarak kabul edilmis ve aymi kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda enzim aktiviteleri tayin edilmistir. Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak
kabul edilmis ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger olarak

belirlenmistir.

Lipaz aktivitesi lizerine organik ¢oziiciilerin etkisinin lipazdan lipaza degistigi iyi
bilinmektedir (Rahman, et al., 2005; Zhao, et al., 2008). HBB 134 lipazinin biitanol,
ksilol ve toluen disindaki organik c¢oziiciilerin diisiik konsantrasyonlarina karsi
aktivitesinin en azindan % 75’ini korudugu gorilmistiir. Aseton ve etil asetat %
10’luk konsantrasyonda, dietileter ise hem % 10 hem de % 50’lik konsantrasyonda
enzimle muamele edildiginde aktivitenin tamaminin korundugu ve bu degerler ile
kontrol arasindaki farklarin istatistiksel olarak énemli olmadigi goriilmiistiir (Cizelge
4.20, Sekil 4.17). HBB 134 lipazinin bu ¢6ziiciilerle gergeklestirilecek g¢esitli organik
sentezlerde potansiyel bir kaynak olusturdugu sdylenebilir. Bunun disinda, metanol,
DMSO, hekzan, siklohekzan ve benzenin %10’luk konsantrasyonunda enzim

aktivitesinin en azindan % 90’1 korunmustur.

Lipazlarin organik ¢oziiciiler karsisindaki hassasiyetleri farklilik gostermektedir.
Ancak, Nawani et al. (1998) tarafindan bildirildigine gore Klibanov (1986) genel
olarak suyla karisan polar ¢oziiciilerin suyla karismayan ¢oziiciilere gore stabiliteyi
daha c¢ok azalttigimi soylemistir. Bu goriisii destekleyen c¢alismalar mevcuttur.
Bacillus sp. J 33 lipaz1 suyla karisan organik c¢oziiciiler karsisinda aktivitesinin
yaklasik yarisim kaybederken benzen ve hekzan gibi suyla karismayan organik
¢oziiciiler tarafindan aktive edilmistir (Nawani et al., 1998). Benzer sekilde Rhizopus
oryzae lipaz1 siklohekzan, hekzan ve biitanol gibi suyla karigmayan organik
¢oziciiler karsisinda olduke¢a stabil iken, aseton ve kisa zincirli alkoller (metanol,
etanol ve propanol) gibi suyla karisan organik c¢oziiciiler tarafindan denatiire

edilmistir (Hiol et al., 2000). Bacillus sp. lipazinin benzen ve hekzan tarafindan
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biiyiik oranda stimiile edildigi buna karsin etanol, metanol ve propanoliin yaklasik %
40 inaktivasyona yol actig1 bildirilmistir (Nawani ve Kaur, 2007).

Ancak bu gorlslere uymayan calismalar da vardir. Bacillus thermoleovorans
CCR11°den elde edilen lipazin suyla karisan organik c¢oziiciiler karsisinda yiiksek bir
stabilite gosterdigi buna karsin biitanol karsisinda aktivitesini tamamen kaybettigi
bildirilmistir (Castro-Ochoa, et al., 2005). Aspergillus niger MY A 135 lipazinin da
suyla karisan organik ¢oziiciiler karsisinda aktivitesinin yaklasik % 70’ini korurken
suyla karismayan organik ¢oziiciilerle aktivitede diisiis oldugu bildirilmistir (Romero
et al., 2007). Pseudomonas fluorescens JCM5963°den elde edilen lipazin suyla
karisan organik ¢oziiciilerle aktive oldugu buna karsin siklohekzan, kloroform ve
benzen gibi suyla karigmayan organik ¢oziiciiler karsisinda enzimin farkli oranlarda

inaktive oldugu bildirilmistir (Zhang et al., 2009).

HBB 134 lipaziyla yapilan bu calismada organik ¢oziiciiniin ¢ozliniirliigi ile lipazin
stabilitesi arasinda belirgin bir korelasyon olmadigi goriilmiistiir. Pseudomonas
aeruginosa LST-03 (Ogino, et al., 2000) ve Bacillus megaterium (Lima et al., 2004)

lipazlart ile yapilan ¢aligmalarda da benzer sonugclar elde edilmistir.

4.4.7. Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibitorlerin ve Denatiirantlarin
Etkisi

Inhibe edici ajanlar ve denatiirantlarin enzim aktivitesi iizerine etkisini belirlemek
amaciyla; serin inhibit6érii olan PMSF, SH-grubu (tiyol grubu) inhibitorii olan -
merkaptoetanol, SH-grubu ve disiilfit grubu (-S-S-) inhibitorii olan ve ayn1 zamanda
antioksidan olan DTT, triptofan inhibitérii olan NBS, bir asetilkolin esteraz
inhibitdrii olan eserin, karboksil grubu inhibitorii olan CMC ve protein denaturantlari
olan iire ve SDS final konsantrasyonlar1 ImM ve 5SmM olacak sekilde deney
ortamina eklenmis ve 50 °C’deki su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmistir. Higbir
inhibitdr veya denatiirant igermeyen deney ortami kontrol olarak kabul edilmis ve
aym kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda deney gruplarmin kontrole

gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlenmistir (Cizelge 4.21, Sekil 4.18).
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Cizelge 4.20 Enzim stabilitesi tizerine organik ¢oziiciilerin etkisi

Kalan Aktivite (%)
Organik Coziicii % 10 X % 50 X
(ORT.+S.H.) (ORT. £S.H.)
Kontrol 100+ 0,17 a 100+ 0,016 a
Etanol 78 +£ 0,05 b 44 + 0,29 b
Metanol 95+0,21 b 17+0,11 b
Izopropanol 74 +0,12 b 47 £ 0,08 b
Asetonitril 79+0,11 b 30+0,09 b
DMSO 92+0,11 b 33+0,13 b
1,4-Dioksan 75+ 0,16 b 20+0,02 b
Aseton 102 + 0,04 a 27+ 0,04 b
Hekzan 90 + 0,04 b 48 + 0,05 b
Siklohekzan 93+ 0,14 b 87+ 0,03 b
Dietileter 101 £0,13 a 103 £0,06 a
Etilasetat 99 + 0,08 a 67+0,17 b
Kloroform 75+0,17 b 46 + 0,09 b
Biitanol 23+ 0,05 b 29 + 0,04 b
Benzen 94+ 0,16 b 26+ 0,13 b
Toluen 54+ 0,23 b 18+ 0,11 b
Ksilol 37+ 0,06 b 17+£0,12 b

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Ayn siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0,05)

Enzimin NBS ile biiyiik oranda inhibe oldugu ve aktivitesinin yaklasik olarak %
70’ini kaybettigi goriilmistir. Bu sonu¢ enzimin aktif merkezinde katalizden
sorumlu bir triptofan amino asidinin olabilecegini diisiindiirmektedir. NBS’den sonra
en biiyiik inhibisyon bir protein denatiirant1 olan SDS kullanildiginda goriilmiistiir.
SDS 1 mM konsantrasyonda % 61’lik bir inhibisyona yol agarken 5 mM
konsantrasyonda % 43 oraninda inhibisyon gériilmiistiir. Pseudomonas aeruginosa
(Singh ve Banerjee, 2007) ve Yarrowia lipolytica (Yu et al., 2007)’dan elde edilen
lipazlarin da SDS tarafindan inhibe olduklari bildirilmistir. Diger bir protein
denatiirant1 olan iire ise ¢ok fazla bir inhibisyona yol agmamustir. Benzer olarak

Bacillus sp.nin lipazinin da SDS tarafindan inhibe olurken, tire karsisinda aktivitesini
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korudugu bildirilmistir (Nawani et al., 2006). Geobacillus sp. TW1 lipazinin ise SDS
karsisinda aktivitesini biiyiik oranda korudugu bildirilmistir (Li ve Zhang, 2005).

PMSF 1 mM konsantrasyonda yaklasik % 30 oraninda inhibisyona yol agarken 5
mM konsantrasyonda yaklasik % 75’lik bir inhibisyona neden olmustur. Bu sonug
enzimin aktif merkezinde triptofanin yaninda serin amino asidinin de olabilecegini
diistindiirmektedir. Esterazlar ve lipazlarin cogu merkez aktif bolgelerinde bir serin
amino asidi igermektedirler (Fojan et. al., 2000). Ancak lipazlar ara-yiizey
aktivasyonuyla ilgili olarak aktif merkezlerini 6rten bir kapak yapisina sahiptirler. Bu
nedenle bazi lipazlar PMSF tarafindan inhibe olmaz veya ¢ok az inhibisyon goriiliir
(Snellman et al., 2002; Li ve Zhang, 2005; Gaur et al., 2008). HBB 134 lipazina
benzer olarak, Acinetobacter radioresistens CMC-1 (Hong ve Chang, 1998), Bacillus
thermoleovorans ID-1 (Lee, et al., 1999), Bacillus licheniformis (Nthangeni, et al.,
2001), Bacillus stearothermophilus P1  (Sinchaikul, et al., 2001), Bacillus
thermoleovorans CCR11 (Castro-Ochoa, et al., 2005), Bacillus sphaericus 205y
(Sulong, et al., 2006) ve Bacillus licheniformis MTCC 6824 (Chakraborty ve Raj,
2008) lipazlarinin da PMSF tarafindan inhibe edildigi bildirilmistir.

DTT, 5 mM’lik konsantrasyonunda yaklasik % 50’lik bir aktivite kaybina yol
acarken, B-merkaptoetanol ile % 30’luk bir aktivite kaybi1 gézlenmistir. Bu sonuca
gore, HBB 134 lipazinin konformasyonunun stabilizasyonunda -SH grubundan ¢ok
S-S kopriilerine ihtiyag duydugu sdylenebilir. Benzer sekilde Streptomyces rimosus
lipazinin DTT ile kismen inhibe oldugu (Abramié¢, et al., 1999) bildirilmistir.
Bacillus sphaericus 205y (Sulong et al., 2006) ve Pseudomonas aeruginosa PseA
(Gaur et al., 2008) lipazlar1 da B-merkaptoetanol ile aktivitlerinin % 50’den fazlasini
kaybetmislerdir. Bacillus sp. lipazi ise B-merkaptoetanol ve DTT ile neredeyse
tamamen inhibe olmustur (Nawani et al., 2006). Buna karsin Acinetobacter sp. RAG-
1 lipazmmin (LipA) DTT ve p-merkaptoetanol tarafindan inhibe edilmedigi
bildirilmistir (Snellman et al., 2002).

Karboksil grubu inhibitérii olan CMC enzim iizerinde dikkate deger bir inhibisyona
yol agmamistir. Enzimin aktif bolgesinde karboksil ucunun yer almadigini veya

katalizden sorumlu olmadigin1 sdyleyebiliriz. Asetilkolin esteraz inhibitorii olan
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eserin 5 mM konsantrasyonda yaklasik % 50’lik bir inhibisyona yol ag¢muistir.
Bacillus sp.’den elde edilen lipazin eserin ile neredeyse tamamen inhibe oldugu
bildirilmis ve bu nedenle lipazin tercihen esteraz aktivitesine sahip oldugu ileri

stirilmistiir (Nawani et al., 2006).

Cizelge 4.21 Enzim aktivitesi iizerine inhibitorlerin ve denatiirantlarin etkisi

Kalan Aktivite (%)
Inhibitor 1 mM X 5mM X
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)
Kontrol 100 £ 0,19 a 100 £0,19 a
PMSF 69 +0,21 b 24 +0,04 b
B-Merkaptoetanol 99+ 0,10 a 71+0,18 b
CMC 79 £0,10 b 70 £0,25 b
NBS 29+ 0,29 b 28 £0,05 b
Eserin 70 + 0,31 b 48 +0,08 b
DTT 82 +0,28 b 49+ 0,19 b
SDS 39+0,03 b 57+0,12 b
Ure 84+0,13 b 80+ 0,27 b

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir. S.H. : Standart hata
X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark
istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05).
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4.4.8. Enzim Aktivitesi Uzerine Metal Iyonlar1 ve EDTA’mn EtkKisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlariin etkisini incelemek icin, enzim 1 mM, 5
mM ve 10 mM final konsantrasyonlarda metal iyonlar1 (LiCl, NaCl, KCI, NH,CI,
MgCl,, Na;OsSe, CaCl, BaCl, MnCl, CoCl, NiCl,, ZnCl, CuCl, AICIls HgCl,,
FeCl; PbCl,) ve EDTA igeren deney ortamlarinda 50°C’lik su banyosunda 30 dakika
inkiibe edilmistir. Higbir metal icermeyen deney ortami kontrol olarak kabul edilmis
ve ayn1 kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda deney gruplarinin kontrole

gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlenmistir (Cizelge 4.22).

Li*, Na*, K" ve NH,4" iyonlar1 gibi alkali metallerin veya bir degerlikli katyonlarin
enzim lizerinde hafif bir aktivasyona yol agtig1 gézlenmistir. Bu iyonlarin ya enzimin
yapisinda bulunan negatif yiiklii yan zincirlere sahip amino asitlere baglanip enzimin
konformasyonunu degistirerek yapisini stabilize ettigi; yada Substrata baglanarak
reaksiyon i¢in onun dogru yonelimini sagladig diisiiniilmektedir. Mg*?, Ba*?, Ni*? ve
Cu*? iyonlar1 1 mM konsantrasyonda enzimi sirastyla % 8, 3, 15 ve 4 oranlarinda
aktive ederken 10 mM konsantrasyonda inhibisyona yol agmislardir ve aktivitenin
sirastyla % 88, 66, 29 ve 18’1 korunmustur. Ca*?, Mn*2 ve Se** genel olarak enzimde
yiiksek bir inhibisyona yol agmazken Co™*? yiiksek konsantrasyonlarda enzimin
yaklasik % 50’sini inhibe etmistir. Zn*?, Hg*?, Al*® ve Fe*? artan konsantrasyonlarda
enzimde kuvvetli bir inhibisyona yol agmislardir ve 10 mM konsantrasyonda
aktivitenin swrasiyla % 23, 11, 15, ve 7’si korunabilmistir. Pb*2 1 mM
konsantrasyonda yaklasik % 50 inhibisyona neden olmustur. Kambourova et al.
(2003)’nin bildirdigine gore metaller tarafindan inhibisyonla ilgili olarak, Lee ve
Rhee (1993) iki mekanizma ileri siirmiiglerdir; ya katalitik bolge direk olarak
inhibisyona ugruyor olabilir ya da metal iyonlar1 aciga ¢ikan yag asitleri ile
kompleks olusturarak onlarin c¢oziiniirliiklerini ve ara yiizeydeki davranislarii
degistirerek bu inhibisyona yol agiyor olabilirler. Bunun disinda, bu metal
iyonlarmin enzime baglanarak onun konformasyonunu Li*, Na’, K ve NH;"

tyonlarinin aksine destabilize edici yonde degistirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diger bazi ¢calismalarda da lipazin Hg+2 tarafindan inhibisyona ugradig: bildirilmistir

(Gao ve Breuil, 1998; Snellman, et al., 2002; Nawani et al., 2006; Liu et al., 2008).
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Bunun aksine Bacillus coagulans BTS-3 (Kumar et al., 2005) ve Bacillus coagulans
MTCC-6375 (Kanwar et al., 2006) lipazlarmin Hg"* ve Fe*® tarafindan aktivite
edildigi bildirilmistir.

EDTA 1 mM konsantrasyonda enzimde hafif bir aktivasyona yol a¢mistir ve
kontrolle arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Bu aktivasyonun
ortamdaki proteazlarin EDTA tarafindan inhibisyonu sonucu olustugu
diistiniilmektedir. EDTA’nin 5 ve 10 mM konsantrasyonlarinda aktivitenin sirasiyla
% 96 ve 67’si korunmustur (Cizelge 4.22). Enzimin EDTA tarafindan inhibe
edilmemesi aktivitesi i¢in bir metal iyonuna ihtiyaci olmadigini yani metalloenzim
olmadigin1 géstermektedir. Benzer olarak Aspergillus carneus (Saxena et al., 2003Db),
Geobacillus sp. TW1 ( Li ve Zhang 2005), Yarrowia lipolytica (Yu et al., 2007) ve
Pseudomonas aeruginosa PseA (Gaur et al., 2008)’dan elde edilen lipazlarin da
EDTA tarafindan inhibe olmadiklar1 bildirilmistir. Ancak EDTA tarafindan kuvvetle
inhibe edilen lipazlarla ilgili ¢alismalar da mevcuttur (Dharmsthiti ve Luchai, 1999;
Snellman et al., 2002; Kanwar et al., 2006; Lee et al., 2006; Nawani et al., 2006;
Zhao et al., 2008).

4.4.9. Enzim Aktivitesi Ve Stabilitesi Uzerine Deterjanlarn Ve

Beyazlaticilarin Etkisi

Enzim aktivitesi ve stabilitesi {izerine deterjanlarin ve beyazlaticilarin etkisini
belirlemek amaciyla ¢esitli iyonik (sodyum deoksikolat, sodyum taurokolat ve
sodyum dodesil siilfat), non-iyonik (n-oktil-B-D-glukopiranozit, triton X-100, tween
20, tween 80 ve brij 35) ve zwitteriyonik (CHAPS) deterjanlarla beyazlaticilar
(hidrojen peroksit ve sodyum hipoklorit) kullanilmistir. Bunlara ek olarak ticari
olarak satilan OMO, ARIEL ve PERSIL marka deterjanlarm etkisi de incelenmistir.
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Kalan Aktivite (%)
Metal iyonu 1 mM X 5mM X 10 mM X
(ORT. = S.H.) (ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)
Kontrol 100£0,12 a 100 +0,12 a 100+ 0,12 a
LiCl 102+0,18 a 110+ 0,09 b 106 = 0,20 b
NaCl 112+0,17 b 106 £ 0,14 b 104 £0,15 b
KCI 112 +£0,21 b 103 +£0,17 b 100 £0,13 a
NH,CI 105 £ 0,05 b 114 +0,18 b 103+£0,19 b
MgCl, 108 £ 0,34 b 103 + 0,04 a 88 + 0,03 b
Na,OsSe 98 + 0,20 a 90 + 0,04 b 87 + 0,09 b
CacCl, 93+0,19 b 77+0,11 b 69 + 0,08 b
BaCl, 103 +£0,14 a 95+0,08 b 66 + 0,04 b
MnCl, 78 + 0,07 b 69+0,12 b 61+0,20 b
CoCl, 98 + 0,15 a 53+0,15 b 44+ 0,09 b
NiCl, 115+0,16 b 48 +0,13 b 29+ 0,05 b
ZnCl, 69 + 0,02 b 26+ 0,07 b 23+0,02 b
CuCl, 104 + 0,06 a 41+ 0,09 b 18 £ 0,04 b
AlCl; 71+0,11 b 30+ 0,02 b 15+0,04 b
HgCl, 44 + 0,17 b 19 £ 0,06 b 11+0,07 b
FeCl; 55+0,28 b 19+0,01 b 740,07 b
PbCl, 49+ 0,10 b * * -
EDTA 111+0,25 b 96 + 0,08 67 + 0,09 b

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0,05).

*: enzim aktivitesi dlgiilemedi.

Enzim aktivitesi lizerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in her birinden final

konsantrasyonlart % 0,1 olacak sekilde deney ortamimna eklenmis ve Standart

kosullarda aktivite tayin edilmistir. Hi¢bir deterjan igermeyen deney ortami kontrol

olarak kabul edilmis ve deney gruplarinin kontrole gore aktivite degisimleri % deger

olarak belirlenmistir (Cizelge 4.23, Sekil 4.19).

Iyonik deterjanlardan sodyum deoksikolat ve sodyum taurokolat enzim aktivitesinde

inhibisyona yol agmamistir, ancak sodyum dodesil siilfat % 60’dan fazla aktivite

kaybina yol agmistir. Enzim, non-iyonik deterjan olan n-oktil-B-D-glukopiranozit,

zwitter iyonik deterjan olan CHAPS ve bir beyazlatict olan sodyum hipoklorit

karsisinda aktivitesinin sirastyla % 72, 95 ve 61’ini korumustur. Bunlar disindaki
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deterjanlar ise enzim aktivitesinin yaklasik % 60’dan fazla aktivite kaybina neden
olmustur (Cizelge 4.23, Sekil 4.19). HBB 134 lipazinin non-iyonik deterjan n-oktil-
B-D-glukopiranozit ve beyazlatici olarak kullanilan sodyum hipoklorit karsisinda
aktivitesinin % 60°dan fazlasini korumasi deterjan endiistrisinde kullanim1 agisindan

Onemlidir.

Enzim stabilitesi {izerine deterjanlarin etkisini belirlemek i¢in enzim ¢ozeltisi % 0,1
ve % 1 oraninda deterjan igeren tamponla 50 °C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda standart kosullarda aktivite tayini yapilmustir.
Kontrol grubunun aktivitesi 100 olarak kabul edilmis ve deney gruplarinin kontrole

gore aktivite degisimleri % deger olarak belirlenmistir (Cizelge 4.23, Sekil 4.20).

Enzim, iyonik deterjanlardan sodyum deoksikolat ve sodyum dodesil siilfatin %
0,1°1ik konsantrasyonlarinda aktivitesinin sirastyla % 56 ve 44 tinii korurken % 1°lik
konsantrasyonlarina karsi biraz daha stabil oldugu goriilmiistiir (aktivitenin sirastyla
% 62 ve 65’1 korunmustur). Bu iyonik deterjanlarin enzimin ii¢ boyutlu yapisin
koruyan kuvvetlerle etkilesime girerek enzimi denatiire ettigi ve bu nedenle enzimin
stabilitesini koruyamadigi diislintilmektedir. Diger yandan bu deterjanlarin daha
yiiksek konsantrasyonlar1 karsisinda geri kalan aktivite daha yiiksektir. Bu durumun
lipazin ara yiizey aktivasyonu ile iliskili olabilecegi disiliniilmektedir. Bu
deterjanlarin yiiksek konsantrasyonlar1 lipazin ara yiizey alanini genisleterek
substratiyla daha rahat bulugsmasini sagliyor olabilir. Ancak Mozaffar et al. (1994),
stirfaktanlarin etkisinin daha genis ylizey alani saglamaktan ¢ok enzimle yag-su ara
yiizeyinde etkilesime girmeleriyle ilgili oldugunu ileri siirmiiglerdir. Enzim diger bir
iyonik deterjan olan sodyum taurokolatin % 0,1’lik konsantrasyonunda aktivitesinin

% 92’sini korurken % 1°lik konsantrasyonda % 73’iinii korumustur.

Enzim non-iyonik deterjanlarm % 0,1’lik konsantrasyonlarinda stabilitesinin %
50’den fazlasi korurken % 1°lik konsantrasyonlarinda Triton X-100 disindakilerde
diisiis gozlenmistir. Bu deterjanlardan n-oktil-p-D glukopiranozitin % 0,1’lik
konsantrasyonunda aktivitenin % 93’4 korunurken % 1°lik konsantrasyonunda %
60’1 korunmustur. Triton X-100 % 0,1’lik konsantrasyonda yaklasik % 50’lik bir
aktivite kaybina yol agarken, % 1’lik konsantrasyonda enzimin stabilitesini % 30
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oraninda artirmistir. Bu deterjanin diisiikk konsantrasyonda enzimin stabilitesini
azaltacak sekilde konformasyonunu degistirdigi buna karsin yiiksek konsantrasyonda
bu konformasyonel degisikligin stabiliteyi artirict yonde oldugu diisiintilmektedir.
Enzimin ii¢ boyutlu yapisinin agiga ¢ikarilmasi ile bu ilging durum aydinlatilabilir.
Zwitteriyonik deterjan olan CHAPS ise % 0,1’lik konsantrasyonda enzim
stabilitesinde hafif bir artisa yol agarken % 1°lik konsantrasyonda % 35’lik bir diisiis
gozlenmistir. Bacillus thermoleovorans CCR11 lipazinin da % 1°lik Triton X-100 ile
aktivitesinde hafif bir artis oldugu, buna karsin % 1 Tween 20 ve Tween 80’in
enzimi tamamen inaktive ettigi bildirilmistir (Castro-Ochoa, et al., 2005). Bacillus
thermocatenulatus lipazi da SDS, Tween 20 ve Tween 80 tarafindan inaktive
edilmis, bununla beraber, Triton X-100 aktiviteyi % 80, CHAPS ise % 40 oraninda
artirmistir (Rua et al., 1997). Bacillus sp. RSJ-1 lipazinin non-iyonik deterjanlara
kars1 oldukea stabil oldugu belirlenmis ve Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 ile
orijinal aktivitenin sirasiyla % 100, 92 ve 82’sinin korundugu bildirilmistir. Buna
karsin enzimin anyonik deterjanlara karsi1 daha az stabil oldugu ve deoksikolat ile
aktivitenin % 54’iniin korundugu bildirilmistir (Sharma et al., 2002). Bacillus sp.
GKB8 lipaziyla yapilan ¢alismada enzimin, % 0,1°lik Brij 35, setrimid ve Triton X-
100 ile aktivitesini tamamen kaybettigi, % 1’lik SDS’nin ise aktiviteyi artirdigi
bildirilmistir (Dosanj and Kaur, 2002). Bacillus sp. J 33 lipaziyla yapilan ¢alismada
enzim aktivitesinin, % 0,1°’lik Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20 varhiginda
sirastyla % 40, 20 ve 60 oraninda arttig1, SDS’nin iSe enzimi tamamen inaktive ettigi

bildirilmistir (Nawani et al., 1998).

HBB 134 lipazi sodyum hipoklorit karsisinda stabilitesini koruyamazken H,O;’in %
0,1’ lik konsantrasyonunda aktivitenin % 57°si korunmustur (Cizelge 4.23, Sekil
4.20). Ticari deterjanlarin enzimi inaktive ettikleri gézlenmistir. Bunun yaninda ticari
deterjanlarin  enzim stabilitesi {izerine etkisi incelendiginde % 0,1°lik
konsantrasyonda aktivitenin yaklasik % 60’dan fazlas1 korunmustur (¢izelge 4.24).
Staphylococcus aureus lipazinin ise % 1°lik ticari deterjanlar (Ariel, Axion, Omino
Bianco) karsisinda aktivitesinin tamamini1 korurken okside edici ajan olan H,0;’in %
10’luk konsantrasyonunda aktivitesinin % 60’m1 koruyarak yiiksek bir stabilite
gosterdigi bildirilmistir (Horchani et al., 2009).
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4.4.10. Enzimin Substrat Spesifitesinin Belirlenmesi

Enzimin gercek substratlara karsi spesifitesini belirlemek amaciyla enzimin farkli
substratlara kars1 aktivitesi pH-Stat yontemi ile pH 9,00’da tayin edilmistir. Substrat
olarak triolein kullanildiginda elde edilen enzim aktivitesi 100 kabul edilmis ve diger

substratlarin trioleine gore % aktiviteleri hesaplanmustir (Cizelge 4.24, Sekil 4.21).

Lipazin ¢ok genis bir substrat aralifinda aktivite gosterdigi saptanmistir. Bununla
birlikte en diisiik enzim aktivitesi substrat olarak triasetin ve span 40 kullanildiginda
gbzlenmistir. En yliksek enzim aktivitesi substrat olarak Span 80 kullanildiginda elde
edilmistir. Lipaz esit karbon zinciri uzunluguna sahip olan triolein ve tristearin
arasindan tristearine karsi daha yiiksek aktivite gostermistir. Bunun sonucunda
lipazin doymus yag asitlerini tercih ettigini sdyleyebiliriz. Lipazin kullanilan yaglar
arasinda en yiiksek aktiviteyi doymus yag asidi icerigi en yliksek olan pamuk yagina

kars1 gostermis olmasi da bu goriisti desteklemektedir (Cizelge 4.24, Sekil 4.22).
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Cizelge 4.23 Enzim aktivitesi ve stabilitesi lizerine deterjanlarin ve beyazlaticilarin etkisi

Konsantrasyon (%)

) % 0,1 % 0,1 % 1
Deterjan o X . X . X
(aktivite) (stabilite) (stabilite)
Kontrol 100£0,57 | 2| 100+023 |a| 100028 |a

Sodyum deoksikolat | 96+027 |b| 56+0,10 |b| 62+021 |b

Sodyum taurokolat 103+0,19 |b| 92+036 |b| 73+028 |b
Sodyum dodesil

Iyonik
deterjanlar

. 36+0,12 |[b| 44+007 |b| 65+0,23 b
siilfat

n-oktil-p-D

glukopiranozit

72027 |(b| 93+0,17 |b| 60+0,11 |Db

N =
= ®© -
§c_% Triton X-100 30+0,19 |b| 51+017 |b| 134+0,57 | b
£ | Tween20 332014 |b| 602015 [b| 342014 |b
[«B)
< | Tween 80 30£0,04 |b| 51+£003 |b| 27+021 |b
Brij 35 324006 |b| 75+0,16 |b| 36+£034 |b
X8
£65 CHAPS 95+033 |[b| 104+037 |b| 65+0,18 |b
5
= H,0O: 25+0,16 |b| 57023 |b| 12+033 |b
E
5 ) .
E Sodyum hipoklorit 61+0,17 |b| 30+£009 |b| 14+0,01 |b
= |OMO 34+0,19 |b| 65024 |b| 27+0,15 |b
cc ;
8 .S | ARIEL 22021 |b| 59+005 |[b| 23+0,11 |b
F g ;
S | PERSIL 42+007 |b| 63+£0,08 |b| 44+0,11 |b

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata.

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0,05).
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HBB 134 lipazinin aksine Streptomyces rimosus lipazinin doymamis yag asidi
esterlerini hidrolizleme hizinin ayn1 uzunluktaki doymus yag asidi esterlerine gore

¢ok fazla oldugu bildirilmistir (Les¢i¢ et al., 2001).

Enzimin yapay substratlara (p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, 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 ve diger

substratlarin pNPL’a gore % aktiviteleri hesaplanmustir.

Lipazin yapay substratlar karsisinda da genis bir substrat spesifitesine sahip oldugu
goriilmiistiir. En digik enzim aktivitesi genellikle esterazlarin tercih ettigi bir
substrat olan pNPA (% 18) kullanildiginda saptanmistir. Enzim en yiiksek aktiviteyi
p-nitrofenil kaprilat karsisinda gostermistir (% 270). Bu da enzimin orta zincir
uzunlugundaki substratlari tercih ettigini gostermektedir (Cizelge 4.25, Sekil 4.23).
Benzer sekilde Streptomyces rimosus (Abrami¢, et al., 1999) ve Pseudomonas
fluorescens JCM5963 (Zhang, et al., 2009) lipazlarinin da en yiiksek aktivitesini p-
nitrofenil kaprilat (C8) karsisinda gésterdigi bildirilmistir. Bacillus thermoleovorans
CCRI11 lipaziin da orta zincir uzunlugundaki substratlari tercih ederek, en yiiksek
aktivitesini p-nitrofenil kaprata (C10) kars1 gosterdigi bildirilmistir (Castro-Ochoa, et
al., 2005).

4.4.11. Enzimin Pozisyon Spesifitesinin Belirlenmesi

Trigliseritler substrat olarak kullanildiginda lipazlar trigliseritteki ii¢ ester baginin
kirilmas1 yoniinde secicilik gosterebilmektedir. Bu 06zellik lipazlarin pozisyon
spesifitesi olarak bilinmektedir. HBB-134 lipazinin pozisyon spesifitesini belirlemek
i¢in enzim substrat olarak kullanilan gliseril trioleat ile optimum kosullarda muamele
edilmis ve belirli zamanlarda 6rnekler alimarak TLC plaginda yiiriitiilmiistiir. TLC
plagi iyot buharinda boyanarak incelenmis ve lipazin hidroliz iirlinleri standartlar ile

karsilastirilmistir (Sekil 4.23).
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Cizelge 4.24 Lipazin gercek substratlara kars1 spesifitesi

Substrat X V‘?O(ﬁl}wi/(;ka)L) % Aktivite
Triasetin (C2:0) b 382,44+ 52,61 52
Tribiitirin (C4:0) b 575,89 + 34,52 78
Trikaproin (C6:0) a 856,40 + 49,72 116
Trikaprin (C8:0) b 870,51 + 55,59 118
Trikaprilin (C10:0) a 829,32 +21,88 112
Trilaurin (C12:0) b 952,28 22,46 129
Trimiristin (C14:0) b 882,13 £ 51,81 119
Tripalmitin (C16:0) b 869,18 + 30,39 118
Tristearin (C18:0) b 945,82 + 51,33 128
Triolein (C18:1) a 739,69 + 35,44 100
Zeytinyagi a 828,22 + 10,93 112
Misir yagi a 729,80 £ 10,21 99
Soya yagi a 782,62 £ 4,39 106
Badem yag a 799,67 £ 31,69 108
Pamuk yag a 860,11 + 18,63 116
Ketentohumu yagi b 614,26 + 49,59 83
Tween 20 b 1001,67 + 31,03 135
Tween 40 a 779,53 +29,00 105
Tween 60 a 865,16 + 45,82 117
Tween 80 a 758,74 + 40,62 103
Span 20 a 781,96 + 7,55 106
Span 40 b 405,85 £ 39,58 55
Span 60 a 846,44 + 46,61 114
Span 80 b 1073,75 + 43,80 145

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel
olarak onemlidir (p < 0,05).

Cizelge 4.25 Lipazin yapay substratlara karsi spesifitesi

Yapay Substratlar X V'?‘O(l';?oi/(;kﬁm)m % Aktivite
p-Nitrofenil asetat (C2) b |2,33+0,06 18
p-Nitrofenil biitirat (C4) a|12,92+0,16 100
p-Nitrofenil kaprilat (C8) b | 34,94+0,73 270
p-Nitrofenil kaprat (C10) a | 12,39+0,24 96
p-Nitrofenil laurat (C12) a|12,94+0,14 100
p-Nitrofenil palmitat (C16) | b | 9,03 +0,48 70

ORT. : Her veri {i¢ tekrarin ortalamasidir.

S.H. : Standart hata

X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir (p < 0,05).
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Lotrakul ve Dharmsthiti (1997), enzim 1,3-pozisyon spesifik ise temel hidroliz tiriini
olarak 1,2(2,3)-digliserit ve 2-monogliserit olusacagini, eger 2-pozisyon spesifik ise
1,3-digliserit ve 1(3)-monogliserit olusacagini sdylemislerdir. Gliseril trioleatin HBB
134 lipaziyla hidrolizi sonucu hidrolize ugramamis bir miktar gliseril trioleat
bulunmakla beraber, 1,2-diolein ve oleik asitin agiga ¢iktigi goriilmiistiir. Olusan
tirtinler arasinda 1-monooleinin bulunmamasi lipazin 1,3-spesifik lipaz olmadigini,
1,3-dioleinin ve 1(3)-monogliseritin bulunmamasi da, lipazin 2. pozisyondaki ester
bagini hidrolizleyemedigini gostermektedir. Sonucglar degerlendirildiginde HBB-134
lipazinin trioleinin tercihen 3. pozisyondaki ester baglarin1 hidrolizledigi
goriilmistiir. Benzer olarak Aspergillus niger NCIM 1207’nin lipazinin da trioleini 3.
pozisyondan hidrolizleyerek 1,2-diolein olusturdugu bildirilmistir (Mhetras, et al.,
2009). Bacillus subtilis 168 (Lesuisse, et al., 1993), Aeromonas sobria LP004
(Lotrakul ve Dharmsthiti, 1997), Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti ve Luchai,
1999), Penicillium camembertii Thom PG-3 (Tan, et al., 2004) lipazlar1 gibi pek ¢cok
mikrobiyal lipazin HBB 134 lipazindan farkli olarak 1,3 pozisyon spesifitesi
gosterdikleri bildirilmistir. Bunun disinda, Pseudomonas aeruginosa LST-03 (Ogino,
et al., 2000), Pseudomonas sp. S5 (Rahman, et al., 2005), Bacillus sp. (Nawani, et
al., 2006) ve Pseudomonas aeruginosa PseA (Gaur, et al., 2008) lipazlarinin
triagilgliseroldeki ester baglarin1 herhangi bir spesifite gostermeden rastgele
hidrolizledikleri bildirilmistir.

gliseril trioleat

1,2-diolein
oleik asit

ik
o 2 ) 4 > é

Sekil 4.23 TLC ile enzimin pozisyon spesifitesinin goriintiilenmesi
1; gliseril trioleat 2; 1,3-diolein 3; 1,2-diolein 4; 1(3)-monoolein
5; oleik asit 6; kontrol (enzimsiz 6rnek) 7; 1 saat 8; 6 saat
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5. SONUC

ADU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir Stoklar1’ndan temin edilen 201
termofilik bakteri lipolitik aktivite agisindan tarandiginda, 43 tanesinin lipolitik
aktivite gosterdigi, bunlardan 22 tanesinin ise, lipaz aktivitesi agisindan pozitif sonug
verdigi bulunmustur. Bu taramalar sonucunda, en iyi lipaz iireticisi olarak HBB-134
secilmistir. HBB-134 izolatinin, 16S rRNA dizi analizi sonucunda Anoxybacillus

flavithermus oldugu belirlenmistir.

HBB-134 bakterisinin lipaz tiretimi igin, kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde en iyi
lipaz tiretiminin baglangi¢ pH’s1 6,50 olan % 0,5 pepton, % 0,5 zeytinyagi, % 0,5
gum arabic ve % 1 NaCl’den olusan enzim iiretim ortaminda 45 °C’de 12 saat (log
fazinin ortalari) gelistirildiginde elde edildigi saptanmistir. Enzimin lokalizasyonu

incelendiginde biiyiik bir boliimiiniin hiicre icerisinde bulundugu belirlenmistir.

Hiicre ici enzim ham enzim kaynagi olarak kullanilarak sirasiyla amonyum siilfat
¢oktiirmesi, hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi
islemlerinden ge¢irilmis ve kismi olarak saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin SDS-

PAGE ile molekiil agirliginin yaklasik olarak 64 kDa oldugu bulunmustur.

Kismi olarak saflastirilan enzimin karakterizasyonu yapildiginda, maksimum enzim
aktivitesinin pH 9,00 ve 50 °C’de oldugu saptanmistir. Enzimin genis bir pH
araliginda (pH 6,00-11,00) olduk¢a stabil oldugu goriilmiistiir. Lipazin 25-50 °C
arasinda aktivitesinin biiylik bir kismini korumasi enzimin sicaklik stabilitesinin 1yi
oldugunu gostermistir. Lipaz enziminin pNPL i¢in, Km degerinin 83,47 uM, Vmax
degerinin ise 500 U/mg protein oldugu bulunmustur. Polihidrik alkollerden gliserol,
sorbitol ve mannitoliin sicaklik stabilitesini artirdigi ve bu artisin hidroksil grubu
sayisi ile dogru orantili oldugu gézlenmistir. Lipazin, denenen organik ¢oziiciilerin
biiylik bir kismmin diisiik konsantrasyonlarina karst (% 10) aktivitesini biiyiik bir
oranda (% 75) korudugu, ancak c¢ok azmin yiiksek konsantrasyonlara karsi
aktivitesini korudugu goriilmiistiir. Enzimin NBS ve PMSF ile biiyiik oranda inhibe

olmasi aktif merkezde katalizden sorumlu triptofan ve serin amino asidinin
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olabilecegini diisiindiirmektedir. Li*, Na*, K ve NH;" iyonlar1 gibi alkali metallerin
veya bir degerlikli katyonlarin enzim f{izerinde hafif bir aktivasyona yol agtif
gozlenmisti.  Co*?, Ni*?, zn™ cu™, AI”, Hg”? ve Fe™®in 10 mM
konsantrasyonlarinda aktivitenin en azindan % 50’den fazlasi inhibe olmustur.
Bunlar disindaki metal iyonlari aktiviteyi ¢ok fazla inhibe etmemislerdir. Enzimin
EDTA tarafindan inhibe olmamasi nedeniyle bir metalloenzim olmadigim
sOyleyebiliriz. Deterjanlardan sodyum deoksikolat, sodyum taurokolat, n-oktil-f3-D-
glukopiranozit, CHAPS ve sodyum hipoklorit enzim aktivitesinde ¢ok fazla
inhibisyona neden olmazken, digerleri yiiksek oranda aktivite kaybina neden
olmuglardir. Non-iyonik deterjanlardan Triton X-100 % 1°’lik konsantrasyonda
enzimin stabilitesini % 34 oraninda artirirken, digerlerinde diistis gozlenmistir.
Lipazin gercek substratlara karsi genis bir aralikta aktivite gosterdigi saptanmustir.
Lipazin yapay substratlara karsi ise, en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil kaprilat
karsisinda gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, HBB-134 lipazinin trioleinin tercihen 3.

pozisyonundaki ester baglarini hidrolizledigi goriilmiistiir.

Arastirma sonucunda endiistriyel potansiyeli yiiksek bir enzim elde edilmistir. Elde
edilen enzimin deterjan, kagit, ilag ve gida endiistrileri gibi endiistrinin bir¢ok
alaninda kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Bu amagla, daha sonraki dénemlerde bu
enzimin  endistriye  uygulanmasina  yonelik  arastirmalarin = yapilmasi
diisiiniilmektedir. Ozellikle ila¢ sanayisi disindaki alanlarda kullanilan enzimin gok
fazla saf olmas1 gerekmemektedir. Clinkii enzimin saf olmasi maliyetinin ¢ok yiiksek
olmasina neden olur. Bu da iretim maliyetini arttirir. Bizim kismi olarak
saflastirdigimiz enzim bir¢ok alanda kullanilabilir. Ancak, yine de elde edilen lipazin
yukarida Ozetlenen oOzellikleri dikkate alindiginda, bu enzimin saflastirmasinin
gerekli oldugunu diisiinmekteyiz. Bu nedenle ileride bu konuda calismalara devam
edilmesi diisliniilmektedir. Enzimin endiistriyel boyutta daha fazla iiretilebilmesi
igin, tretimden sorumlu gen bdlgesini klonlama olanaklar1 ileride yapilacak
calismalarla arastirilacaktir. Ayrica, enzimin elektroforezde saptanan bantlar
kesilerek, elde edilecek saf lipazin amino asit sekanslarinin ¢ikarilmasi ve ii¢ boyutlu

yapisinin aydinlatilmasi diistiniilmektedir.
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