T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

2021-YL-021

Anoxybacillus kaynarcensis HBB180 LIPAZININ URETIMI
UZERINE KULTUR KOSULLARININ ETKIiSI

Ash CANAKCI
YUKSEK LiSANS TEZi

Tez Danismani:
Prof.Dr. Kubilay METIN

AYDIN



TESEKKUR

Yiiksek lisans tez calismam siiresince deneyim ve bilgi birikimini hi¢bir zaman
esirgemeyen ve calismanin her asamasinda biiytik bir 6zveri ile katkilarin1 sunmaktan asla
kagmmayan danisman hocam, Sayin Prof. Dr. Kubilay METIN’e saygilarimi ve sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Degerli bilgileriyle calismaya katkilar sunan Adnan Menderes Universitesi Biyoloji
Bolimii 6gretim tiyelerinden Sayin Prof. Dr. H. Halil BIYIK’a saygilarimi ve sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamizin her asamasinda bilgi birikimini ve destegini esirgemeyen Sayin hocam
Ars. Gor. Zehra Burcu BAKIRa ve dzellikle istatistik degerlendirmelerindeki yardimlaridan,
tiim tez siirecindeki bilgi deneyimini benimle paylastig1 icin doktora 6grencisi Saym Sezgin

KARAMAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Maddi ve manevi destekleri ile bugiine kadar hep yanimda olan ve varliklariyla bana
giic veren, hayatimi her zaman kolaylastiran, ¢calismalarim boyunca hep destek olan sevgili
annem Hacer KAYNARCA ve sevgili babam Abdullah KAYNARCA’ya sozsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez cgalismalarimda ve yasantimda her zaman yanimda olan, beni her zaman
yiireklendiren, destegini hep hissettigim sevgili hayat arkadasim Dr. Ogr. Uyesi Selguk Eren
CANAKCTI’ya sonsuz tesekkiir ederim.

Varliklariyla hayatimi  giizellestiren, bana giic veren iyikilerim kizim Dilay
CANAKCI ve oglum Eren CANAKCTI’ya sonsuz tesekkiir ederim.

Aslt CANAKCI



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY ottt ettt b et e e nbe e nneas ii
TESEKKUR ..ottt ettt n sttt en sttt an s et asen e iv
ICINDEKILER ......cocvitititeteieieee e e ettt ettt ettt sttt et te st st seseseens %
SIMGELER DIZINI....cocoiiiiiiiiiiieee ettt IX
SEKILLER DIZINT ...ttt ettt ettt n st en et Xi
TABLOLAR DIZIN....couiiiiiiiiiiiie et Xii
OZBiB:....... W ... T Y A A ... X1V
ABSTRACT .ttt XV
L GIRIS ettt ettt 1
1.1 ENZIMIET oo 2
1.1.1. ENZIMIETIn TarmtiGEST. . .ueeiieiiiiiieiiiie ittt 2
1.1.2. Enzimlerin Tanimi ve OZellIKIEri..........cccovoviviveveiiieceeieeieeeece e 3
1.1.3. Enzimlerin ISimIendirmesi ..........ccovovrueueieieeieeieieieeeeceeie et 4
1.1.4. Enzim KOAIANMAST ....cuiuiiiiiiiiiciciei ettt 5
1.1.5. Enzimlerin Siniflandirilmasi ("Enzyme Classification and Nomenclature," .............. 5
1.1.6. Enzimlerin Yap1sal OZeIlIKIEIT .......c.cvevevrvereeeeeeeeeeceeeeeceeeeeeeeseceseseesseeessseeesseeeseeseeeseeens 6
1.1.6. 1. AKEE DOLGEIET .....eiiiiiiieicie e 6
1.1.6.2. Katalitik €tKINTTK .........ccooiiiiicc e 7
1.1.6.3. SPESITIKIK ..ottt 7
1.1.6.4. ENZIM AKLIVITESE .....oovuiiiiiiciice s 7
1.1.6.5. S1CAKIIK ... 7
118,80, PH bbbt bbbt n et 8
1.1.6.7. ENZIM KONSANTIASYONU.....couiiiiiicieinisieteieeis st 8
1.1.6.8. SUbBStrat KONSANTIASYONU ..........cceveviieieieieieieiciereeeee e 8



I ST - 1 1T 1 TR 9

I | - V.4 - | OSSR UR T OPURTPRRPRS 9
I TR 35 1 s Lo SRR RPRP PRSP 9
1.2.2. LAPAZIATIN YAPIST cuvvieiiriiiiiieiiiie st e siteeestee e sitee e site e ssbe e s sibe e s sbb e e s be e s snbeeesnbeeesnbeeennneeeas 10
1.2.3. Lipazlarin Biyokimyasal Siiflandirmasi..........cccooviviininiiiicccccces 11
1.2.3.1. Spesifik Ozellgine Gore LIPAZIAr.........c..coocovvveeceecreeecreseeeves e 11
1.2.3.1.1. Substrat Segiciligine gore LipazIar............cccouviiviiiiiinniniieec e 11
1.2.3.1.2. Pozisyon Segiciligine gore LipazIar ..o 12
1.2.3.1.3. Enantiospesifikligine gore Hpazlar .........c.cocoovvviiiiiiiiiecesecesese e 13
1.2.3.2. Kaynagina GOre LipazIar ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiss e 14
1.2.3.2.1. Bitki kaynaklt HpazIlar ..o 14
1.2.3.2.2. Hayvan ve Bocek kaynakli lipazlar ... 14
1.2.3.2.3. Mikrobiyal kaynakli lipazIar ...........ccccccoviiiiiiiiiiiiii e 15
1.2.4. Lipazlarin Ara ylizey AKHVASYONU......ccueiiiiiiiiiiiiiiiiesiisre s 16
1.2.5. Lipaz Aktivitesinin Belirlenme YOntemleri ........cccccovveiiiiiiiiiiiiiiceccec e 16
1.2.6. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar...........cccooviiiiiiiiiiiiiiciicee e 16
1.2.6.1. HIATONIZ ... 17
1.2.6.2. SENLEZ ... 17
1.2.7. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalart ............ccccooiiiiiiiniiiiiiicccece e 19
1.2.7.1. Siit endUstriSINAE LIPAZ.........coiviviiriiiiiiieieieieeeeee e 20
1.2.7.2. Yag endiistrisinde 1IPazIar...........c.coceoiiiiiiiiiiiicce e 21
1.2.7.3. Cay endiistrisinde kullanilan lipazlar.............cccoooviiincc 21
1.2.7.4. Et ve balik endiistrisinde lIpazIlar ... 21
1.2.7.5. BESINIET ..o 22
1.2.7.6. Kozmetik ve kisisel bakim tiriinlerinde kullanilan lipazlar .............c.cccooovvvnrninnnn. 22
1.2.7.7. Deterjan endiistrisinde lipazIar..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiie 23

Vi



1.2.7.8. Atik su veya atik su arttiminda lipaz .........ccooeveriieiiiiiieic e 23

1.2.7.9. BiyOdiZel TUretimi ......ceivviiiiiiiiiiiiicic i 24
1.2.7.10. Medikal uygulamalar............cccoooiiiiiiiii e 24
1.2.7.11. Kagit atiklarinin boya gIdeTimi ........cccecvvveiirieinieiininiieese e 25
1.3, ANOXYDACITIUS SUSIATT ....vviiiiiiiieie e s 28
1.3.1. Anoxybacillus I¢in Uygun Yasam Ortami............ccccceveeverrerersreuerseeresiesesssesesesse e, 31
1.3.2. SENLELIK OFtAM ... 31
1.4, CalISMANIN QIMACT ....vvieiieieiiiie ettt ettt e et e e sbb e e s be e sbr e e ssbeeesnbeeesnneeens 31
2. KAYNAK OZETLERI......cooioiiiiiiiiiicee ettt 32
2.1, LiPAZ UTCHML.cuvviiviiecviiieiesscvesese st stssses sttt s bbb bbb 32
2.2. Lipaz Uretimi Uzerine Ph ve S1cakl1Zin BtKiSi c.....cvevivevivcverireieiceeeeeeseee s 33
2.3. Karbon Kaynaginin EtKiS ........ccoviiiiiiiiiiiiicieeee e 35
2.4. Azot Kaynaginin ELKIST ...ccoiiuiiiiiiiiiiciiie i 36
2.5. ZEYtIN ALK SUYU 1.eeiiiiiiiiiiiieitie e 39
2.6. Lipaz aktivitesi iizerine pH ve Sicakligim EtKisi ........ccoooiiiiiiiiiiiiiieces 39
3. MATERYAL VE YONTEM .....cocooiiiiiiiiiiiicieieeieeeee et 41
BN 11117 ST L - T USSR 41
3.2, MIKIOOIGANIZIMA ...ttt et e ettt e e e e be e eraeesaeeaaeenrae s 42
3.3. Kantitatif Lipaz AKEIVITE TAYINT c..ooveiviiiiiiiiieieieeee e 41
3.4. 16S rRNA Analizi ile HBB-180 izolatmin Tan1lanmasi...........ccccceeeevererereereeeeeenennn, 44
3.4.1. Izolattan genomik DNA iz0lasyonu ve PCR .........cccccvoiiieiiceeceeccseeeseeeees s 44
3.4.2. Data ANGLIZI ... 45

3.5. Kiiltiir Kosullarinin Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipaz Uretimi Uzerine

BEKIST 1ttt 45
3.5.1. Baslangi¢ pH’ min Lipaz iiretimi Uzerine etkiSi.........ccoevveriiiiieiiiiniic e 45
3.5.2. Inkiibasyon sicakliginin Lipaz iiretimi {izerine etkiSi..........cccecvrrverriererreesiererennns 45

vii



3.5.3. Lipaz iiretimi iizerine karbon kaynaklarinin etkisi..........cccocceriiiiiiniiiniiiiicnicn 46

3.5.4. Azot Kaynaklarmin Lipaz Uretimi Uzering EtKisi.........cccoveeiiererieereicesieesenns 47
3.5.5. Inkiibasyon Siiresinin Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi.........cccocoviievereriiricrceeieinnennn, 48
3.5.6. Lipaz Uretimi Uzerine Lipazin LoKalizayonu.............ccoeevevvvveeccnessssneceenns 48
3.6. Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipazinin Karakterizasyonu .............ccccceeeenne. 49
3.6.1. Enzim aktivitesi tizerine pH’ n1n etkisi .......cccovvveiiiiiiiiiiciic e 49
3.6.2. Sicakligin Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi........ccoooerveveveereiereeiceeeeeseeeceeeeseseneeen, 51
3.7. Verilerin degerlendirilmesi........ccoovieiiiiiieriiiieieeees e 51
4. BULGULAR VE TARTISMA ...ttt 52
4.1, Data @NANIZI...oovieiiiiii 53

4.2. Kiiltiir Kosullarinin Anoxybacillus Kaynarcensis Hbb 180 Lipaz Uretimi Uzerine

Etkisi ......... W 0. . . N 55
4.2.1. Baslangic pH nin Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi........ccocevevrvieiiereriericreeressesesenenas 55
4.2.2. Inkiibasyon Sicakligmin Lipaz Uretimi Uzerine BtKiSi...........ccoeeveiririerereririerirenenans 57
4.2.3. Karbon Kaynaginim Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi.........cococeeveereeereeeeeee e, 60
4.2.4. Azot Kaynaklarinin Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi.........cccooeevvieriicriiiereiiciesienns 68
4.2.5. HBB 180°nin zamana bagli degisimi ve lipaz Uretimi .........ccocvvveriiiinieniiiciiieennns 72
4.2.6. Lipaz tlretimi lizerine lipazin 1okalizaSyonu...........ccocveviiiiiiiiiiiiciiececsecee e 76
4.3. Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipazinin Karakterizasyonu...............ccocceevenne. 77
4.3.1. pH’1n Enzim Aktivitesi Uzering EtKiSi.........ccccceveviiiiirirereiiisiceieees e 77
4.3.2. Inkiibasyon sicakligimin Enzim aktivitesi Gizerine etkisi ........c.cocveerererereeeeerenennnn, 80
5. SONUGLAR ...ttt bbbttt b bbb 83
B. KAYNAKLAR ...ttt b et 86
BILIMSEL ETIK BEYANL....ccootiitiiiiiiiiineissieeiesississ s 102
OZGECMIS ...ttt sttt 103

viii



ANOVA
°C
cm
dk

DNA

EDTA

g

g
HBB

HPLC
IUB-MB-EC
kDa

Km

L

LB

mL

mg

mM

M

NCBI

oD

SiIMGELER DIiZiNi

: Absorbans

: Varyans Analizi

: Santigrad derece

: Santimetre

: Dakika

: Deoksiriboniikleik asit

: Molar Absorbans Katsayisi

: Etilendiamin tetraasetik asit

: Gram

. Yer ¢gekimi ivmesi

: Halil Biyik Bakteri

: Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi
: Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim Komisyonu
: Kilodalton

: Michaelis-Menten sabitesi

- Litre

: Luria-Bertani

: Mililitre

: Miligram

: Milimolar

: Molar

: Ulusal Biyoinformatik Bilgi Merkezi
: Mikrolitre

: Optik yogunluk



PCR
pNP
pNPL
RNA
rRNA
rpm
SA

sp.

uv

vd.,

VA
Vmax

%

: Polimeraz zincir reaksiyonu
. p-nitrofenol

: p-nitrofenil laurat

: Riboniikleik asit

: Ribozomal RNA

: Dakikadaki devir sayisi

: Spesifik Aktivite

: Tir

: Inkiibasyon Zamani

: Enzim {initesi

. Ultraviyole

: Ve digerleri

: Ornek Hacmi

: Reaksiyon Hacmi

: Volum Aktivite

: Maksimum enzim aktivitesi

> Yizde



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.

Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.

Sekil 15.

SEKILLER DiZiNI

Triagilgliserol lipaz adlandirilmast ..o, 5

Lipazin 3 bOYUtIU yapist .......oovviuiiiiiiiiieeei e 10
Lipazin katalizledigi reaksiyonlar ..................cooivivinininnnn. 12
Bakteriyel lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar........................ 18
Bacillaceae ailesi semasi ..............cooeeiiiiiiiiiiii 29
HBB 180 izolatina ait filogenetik aga¢ ................ccoeeiiiiinin, 55
Lipaz tiretim ortami tizerine pH nin etkisi ...................cco.ooeal. 57
Lipaz tiretim ortamu tizerine sicakligm etkisi ........................... 59
Lipaz tiretim ortami iizerine karbon kaynaklarinin etkisi ............ 65
Lipaz tiretim ortamu tizerine ticari yaglarin etkisi ..................... 67
Lipaz iiretim ortami iizerine azot kaynaklarinin etkisi ............... 71
Biiylime egrisi baglangicta ... 74
Biiylime egrisi optimum kosullarda ...............c.oooeviiiiiiinnnt. 75
Enzim aktivitesi tizerine pH nin etkisi ..................ooiiinnn. 79
Enzim aktivitesi tizerine sicakligm etkisi .............................. 82

Xi



Tablo 1

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.

Tablo 13.

Tablo 14.

Tablo I5.

Tablo 16.

Tablo 17.
Tablo 18.

Tablo 19.

TABLOLAR DIZiNi

Bakteriyel lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar....................... 18
Giintimiizde Mantar Kaynakli Mikrobiyal Lipazlar ve

Endiistriyel Uygulamalart ...............coooiiiiiiiiiiie, %
Guiniimiizde Bakteri Kaynakli Mikrobiyal Lipazlar ve

Endiistriyel Uygulamalart ..., 20
Bacillaceae alt tiirleri .............coooiiiiiiiiiiiiii e, 29
Anoxybacillus tiirlerinin genel dzellikleri ..............ccccooune... 33
LB agar ortam igerigl ......ovvvreiniiii i 41
Kantitatif lipaz tayininde reaksiyon bilesenleri ...................... 42
Optimum kosullar altinda standart kantitatif lipaz tayininde 3
reaksiyon bilesenleri .............ooooiiiiiiiiii i
Enzim iiretim tizerine karbon kaynaklarinin etkisinin incelenmesi
kantitatif besi yerleri .........cooiiiiii i
Enzim iiretim tizerine azot kaynaklarinin etkisinin incelenmesi
kantitatif besi yerleri ..o
pNP’iin farkli pH molar absorbans katsayilart ....................... 50
Lipaz iiretim ortami iizeribe baslangi¢ pH nin etkisi .............. 56
Bazi bakterilerde lipaz iiretimi {izerine baslangi¢ pH’nin etkisi ... 58
Lipaz iiretimi tizerine inkiibasyon sicakliginin etkisi................ 59
Lipaz tiretimi lizerine gesitli karbon kaynaklarinin etkisi ........... 64
Lipaz tiretimi tizerine gesitli ticari yaglarmn etkisi ................... 66
Lipaz iiretimi tizerine gesitli azot kaynaklarinin etkisi .............. 70
Biiylime egrisi baglangicta. ..o 74
Biiytime egrisi optimum kosullarda......................ocooeinnea 75

Xii



Tablo 20.
Tablo 21.
Tablo 22.
Tablo 23.

Tablo 23.

Lipaz iiretimi lizerine lipazin lokalizasyonu .......................... 76
Cesitli bakteri tiirlerinde lipaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisi .... 78
Enzim aktivitesi tizerine pH nin etkisi .....................ooinnil 79
Cesitli bakteri tiirlerinde lipaz aktivitesi tizerine sicakligin etkisi . 81

Enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisi.....................c.ooe 82

Xiii



OZET

Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 LIPAZININ URETIiMI UZERINE KULTUR
KOSULLARININ ETKISi

Ash CANAKCI Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji
Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin 2021

Amag: Anoxybacillus sp. HBBI180 tarafindan {iretilen lipazin, iiretim kosullarinin

optimizasyonu yapilarak en yiiksek verimde enzim iiretiminin saglanmasi amaglanmstir.

Materyal Yotem: Substrat olarak p-NPL (p-nitrofenil laurat) kullanilarak spektrofotometrik

olarak lipaz aktivite tayini yapilmustir.

Bulgular: Bu ¢alismada Aydn ili sicak su kaynaklarindan izole edilerek Adnan Menderes
Universitesi Biyoloji Béliimii Kiiltiir Stok’larinda kayitli bulunan HBB180 izolat1 kulland.
Lipolitik aktivite gosterdigi daha dnceden bilinen HBB180 izolati; termofilik, Gram-pozitif,
endospor olusturan, ¢ubuk seklinde ve hareketli bir bakteridir. HBB180 susunun 16S rRNA
dizi analizi sonucunda (%95.07) ile Anoxybacillus kaynarcensis tiirii ile benzerlik gosterdi.
HBB180 susu en iyi enzim iiretimi i¢in kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde; karbon kaynagi
olarak %0,5’lik zeytin yagi, azot kaynagi olarak %0,5’lik pepton igeren, pH 6,50 ve 55°C’de
saptandi. HBB180 izolat1 optimum kosullarda gelistirildiginde enzim tiretimi logaritmik fazin
baslarinda basladi ve durgunluk fazinda (12.saat) maksimuma ulasti. Enzimin hiicre i¢inde
oldugu saptandi. A. kaynarcensis HBB180 lipazinin pH 8,50°de ve 55 °C optimum aktivite
gosterdigi belirlendi.

Sonug: Anoxybacilluskaynarcensis HBB 180 bakterisinden elde edilen lipazin, endiistriyel ve
biyoteknolojik alanlarda termostabil lipaz uygulamalarinda kullanim potansiyeli oldugunu

diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Anoxybacillus, Uretim optimizasyonu, Termofilik, Enzim

karakterizasyonu
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ABSTRACT

THE EFFECT OF CULTURE CONDITIiONS ON LiPASE PRODUCTION BY
Anoxybacillus kaynarcensis HBB180

Ash CANAKCI Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Biology Program, Master Thesis, Aydin, 2021

Objective: It is aimed to ensure the enzyme production with the highest efficiency by

optimizing the production conditions of the lipase produced by Anoxybacillus HBB180.

Material and Methods: Lipase activity was determined spectrophotometrically using p-NPL

(p-nitrophenyl laurate) as substrate.

Results: In this study, HBB180 that whas isolated from natural hot springs in Aydin and
registered in Adnan Menderes University Department of Biology culture stocks were used.
Previously known to show lipolytic activity HBB180 isolate, thermophilic, Gram-positive,
endospore-forming, rod-shaped, motile and active bacteria. According to 16S rRNA
sequences, it was found that the isolate showed maximum similarity (%99) with
Anoxybacillus kaynarcensis strain. The best enzyme production from HBB180 was
determined in medium including %0,5 olive oil as carbon source and %0,5 pepton as nitrogen
source, pH 6,50 and 55 °C. When the HBB180 isolate was developed under optimum
conditions, enzyme production started early in the logarithmic phase and reached its
maximum in the stagnation phase (12th hour). It was determined that most of the enzyme
activity was intracellular. Intracelular Lipase enzyme of Anoxybacillus kaynarcensis showed

maximum activity at pH 8,50 and 55 °C.

Conclusion: We think that lipase obtained from Anoxybacillus Kaynarcensis HBB 180
bacterium has a potential to be used in thermostable lipase applications in industrial and

biotechnological fields.

Key Words: Lipase, Anoxybacillus, Lipase production, Thermostable Enzyme,

Characterization
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1. GIRIS

Bugiin yaklagik 2500 enzim tiirii bilinmektedir ve bu enzimlerin 200 civar ticari
olarak kullanimdadir. Endiistriyel enzimlerin ana kaynagi mikroorganizmalardir. Hidrolitik
enzimler, endiistriyel enzimlerin %75’lik kismini1 olusturmaktadir. Mikroorganizmalarin
enzim tiretiminde kullanilmas1 baz1 6nemli avantajlara sahiptir. Bitki ve hayvan enzimleri ile
karsilagtirildiginda, mikrobiyal enzimler asir1 kosullar altinda daha yiiksek stabilite
gosterebilir ve daha yiiksek miktarlarda iiretilebilir. Ayrica, mikrobiyal enzimlerin iiretimi
organik atiklar kullanilarak diisiikk maliyetle gerceklestirilebilir. Ote yandan, enzim iireticisi
mikroorganizmalar kolay ve hizli bir sekilde taranabilir ve enzim iiretimini arttirmak igin
gerekli olan genetik modifikasyonlar mikrobiyal hiicreler tizerinde daha kolay yapilabilir.
Endiistriyel olarak 6nemli enzimler arasindaki lipazlar, toplam satiglarda tigiincii biiyiik grup
olarak kabul edilmektedir. Lipazlar esterlesme, hidroliz ve alkoliz gibi ¢ok spesifik kimyasal
reaksiyonlar gerceklestirebilir. Yiiksek substrat spesifisitesi, aktivitesi ve segiciligi nedeniyle,
lipazlar gida, yakit, kagit, deterjan, siit, deri, kozmetik ve ila¢ endiistrilerinde cesitli

uygulamalar bulurlar (Tuysuz vd.,2019; Kiran vd. 2006).

Termofilik mikroorganizmalar 6zellikle endiistriyel dneme sahip 6nemli lipaz kaynagi
olarak kabul edilir. Termofilik mikroorganizmalar tarafindan {tretilen lipazlar, organik
coziiclilerdeki yiiksek sicakliklarda oldukga stabil bir yap1 sergiler ve yiiksek aktivite gosterir.
Ayrica, bu lipazlar kimyasal denatiirasyona kars1 yiliksek direng gosterirler ve alkalin pH'larda
yiiksek aktiviteye sahip olabilirler. Alkali pH'larda ve yiiksek sicakliklarda yiiksek aktiviteleri
ve stabiliteleri nedeniyle, termofilik lipazlar esas olarak deterjan endiistrisinde kullanilir
(Bakir vd., 2016; Ugras, 2017).

Simdiye kadar, Bacillus, Geobacillus ve Thermomonas gibi bakterilerin tiirlerinin
umut verici termofilik lipaz kaynaklar1 olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Mohammad,
2017). Bununla birlikte, termofilik enzimlerin endiistriyel ve biyoteknolojik nemi nedeniyle,
bu enzimleri {iretebilecek yeni mikroorganizmalarin kesfi ile ilgili caligmalar siirekli
artmaktadir. Artan taleplere cevap verebilmek i¢in enzimlerin yiiksek miktarlarda iiretilmesi
gerekmektedir. Bununla birlikte, ortalama maliyet 6nemli bir sorun olarak kabul edilir. Bu
sorunu ¢ézmek i¢in, tarimsal atiklar veya yan triinler mikroorganizmalar igin ucuz enzim
liretim substrati olarak kullanilir. Ornegin; hindistancevizi, limon kabugu, kahve kabugu ve

soya kalintilar1 gibi atik maddeler mikrobiyal lipazlarin iiretimi i¢in ucuz substratlar olarak



kullamilmustir (Parihar,2012; Venkatesagowda,2015). Benzer sekilde, arastirmacilar atik
kizartma yaginin mikrobiyal lipaz tiretiminde ucuz substratlar olarak da kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (Christopher,2015; Ferreira vd.,2017). Diger taraftan, karbon ve azot
kaynaklar1, mineraller, pH, sicaklik, yiizey aktif cisimleri, inokulasyon miktari ve inkiibasyon

stiresinin lipaz iiretimini etkileyebilecegi belgelenmistir (Bakir vd. 2016).

1.1. Enzimler
1.1.1. Enzimlerin Tarihgesi

W. Kiinhe, terim olarak ilk enzim kelimesini mayalanmay1 (ferment=fermantasyon)
kast etmek amaci ile kullanilmistir (Aehle, 2007). Insanlik, tarih boyunca mikroorganizmalari
ve enzimleri bilmeden enzimatik reaksiyonlarda kullanmislardir. Giinliik yasamda kullanilan
enzimler daha c¢ok; ekmek, maya, kimiz, boza gibi besinlerde kullanilmaktadir.
Fermantasyon, oksidatif fosforilasyon olmadigi zaman, glikozdan enerji elde edilmesini
saglayan olaydir. Bu olay canli hiicrelerce sahip olunan enzimler tarafindan

gerceklesmektedir (Hammamchi, 2014).

Payen ve Persoz ilk defa 1833 yilinda presipitasyon yolu ile alkol kullanip malt
ekstresinden, nisastay1 sindiren enzimi tespit etmistir. Bu enzimi diyastaz enzimi olarak
adlandirmuslardir. Schwan 1836 yilinda midesuyunda pepsin enzimini ayirt etmistir. Summer,
1926 yilinda iireazi tespit etmistir, iireaz enzimi kristal yapida bulunan ilk enzim olmustur.
Pepsin, Tripsin gibi kristalize enzimler 1930-1936 yillarinda tespit edilmislerdir. Isvegli
kimyager S.S. Berzelius tamamen izole bir enzim igin ilk g¢alismayr 1835 yilinda
gerceklestirmis ve katalizor kavramini ortaya koymustur. Gagnrard ve Schav 1838'de
calismalarinda fermantasyonunu incelemis, mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirildigini
ve bu mikroorganizmalarin maya oldugunu bildirmistir (Mercan, 2018; Punekar,2018). Louis
Pasteur 1850'li yillarda sekerin mayayla alkolii fermantasyonun fermentlerle katalizlendigini
ortaya koymustur. W. Kuhne, 1879 yilinda canli mikroorganizmalardaki katalizorleri ayirmak
igin enzim terimini kullanmistir. Blumenthol 1885 yilinda peynir yapimi i¢in, rennin oziitiinii
tiretmeyi basarmistir. Rahm izole edilen lipaz ve proteaz enzimlerini deterjanlara eklemis ve
etkili temizleyici madde olarak belirlenmistir. Enzimlerin taninma asamalarinda 1930
yillarinda 80 farkli enzim bilinmekteyken, giiniimiizde ise 2500 civar1 enzimin bilinmektedir.
Bugiin bilinen, tespit edilmis enzimlerin birgogu izole edilmis ve 200’den fazlas1 kristalize

edilmistir. Enzimler iizerine genetik c¢alismalar devam etmektedir heniiz tespit edilmemis
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birgok enzimin oldugu diistiniilmektedir (Punekar, 2018).

1.1.2. Enzimlerin Tanim ve Ozellikleri

Insanlar, enzimlerin énemini binlerce yil énce fark emislerdir; saraplarin ve biranin
aritilmasi ve filtrasyonu endiistriyel enzimlerin uygulamasinin en eski 6rneklerindendir.
Enzimlere yapilan en eski yazili referanslardan biri, Homeros'un M.O. 800'lii yillara dayanan

epik siirlerinde bulunur ve burada enzimlerin peynir iiretiminde kullanildigindan bahsedilir.

Enzimler, hiicre i¢inde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden, RNA enzimleri
(ribozimler) hari¢ protein yapida olup, kimyasal reaksiyonlari1 hizlandiran, gerekli olmadikga
yan triin vermeyen %2100 verimle gorevini gergeklestiren, yapisi1 bozulmadan reaksiyondan
¢ikan molekiillerdir. Tiim canli organizmalar, belirli bir bilesigi (substrat olarak) daha yiiksek
reaksiyon hizinda iriinlere doniistirme kapasitesine sahip olan biyolojik katalizér olarak
adlandirilan bu enzimler tarafindan olusturulur ve korunur. Kataliz terimi, yunanca
reaksiyonu hizlandiran kolaylastiran anlamindadir. Kimyasal katalizér gibi enzimler de
aktivasyon enerjisini disiiriirerek reaksiyon hizini artirir. Boylece tirtinler daa hizli olusur ve
reaksiyonlar daha hizli denge durumuna gelir. Cogu enzimatik reaksiyonun hizi, katalize
edilmemis reaksiyonlarinkinden milyonlarca kat hizlidir. Aksi takdirde yiizyillarca
stirebilecek dontisiimleri dakikalar hatta saniyeler i¢inde gergeklestirebilirler. Enzimlarin
canlilarda yaklagik 4000 biyokimyasal reaksiyonu katalize ettigi bilinmektedir. Enzimler
diger protein yapilar gibi DNA denetiminde sentezlenir. DNA yapisinda gelisen hata
enzimlerin yanhs sentezlenmesine neden olmaktadir. Hatali sentezlenmis olan enzimler
katalitik etkinlik gostermezler. Enzimlerin spesifikligi, katalize ettikleri belirli reaksiyonlar
ile ilgili 6zellikleridir. Protein yapili olan enzimlerin en kiiciik yapitasi, diger proteinler gibi
aminoasitlerdir. Proteinler ile enzimlerin arasindaki en onemli farklilik, enzimlerin
biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyebilme yetenekleridir. Enzimler disiik aktivasyon
enerjisi gerektirir. Metabolizmada birgok reaksiyon wviicut sicakligi ve basincinda
olabilmektedir. Enzimler iliman sicaklik, pH ve hiicre basinci kosullarinda reaksiyonlarin
hizli bir sekilde ilerlemesine izin veren katalizorlerdir. Enzimler pH, sicakligin ve basincin
optimum kosullardaki ¢ozeltilerde etkindir. Biyolojik olmayan katalizorler ise, ¢ogunlukla bu

ozelliklere sahip degillerdir.

Baz1 enzimler dogalar1 geregi daha basit molekiillerden karmasik molekiiller

olusturmak i¢in tasarlanmigken, digerleri karmasik molekiilleri daha basit olanlara ayirmak,



ayrica birka¢ molekiilii modifiye etmek i¢in tasarlanmustir. Enzimler gevre agisindan giivenli

ve dogaldir. Gida ve hatta ila¢ endiistrisinde ¢ok giivenli bir kullanilirlar.
Farkli uygulama sektorlerine gore endiistriyel enzimler su sekilde siniflandirilabilir:
1) Gida endiistrisindeki enzimler,
2) Islem yardimcilar1 i¢in enzimler,
3) Endiistriyel biyokatalizor olarak enzimler,
4) Genetik miihendisliginde enzimler,
5) Kozmetiklerdeki enzimler.

Endiistriyel —uygulamalar1 ile birlikte enzimlerin iretimine dahil olan
mikroorganizmalarin listesini gostermektedir (Association,2001; Blanco A. ve Blanco G.
2017; Giindiiz vd.,2011; Mercan vd.,2018; Nelson vd.,2005; Lehninger, 2001; Wolfson vd.
2008; Patel vd.,2017).

1.1.3. Enzimlerin isimlendirmesi

a) Geleneksel isimlendirme

Enzimler igin Onceleri genel bir tamima uymayan pepsin, rennin, tripsin gibi
isimlendirilme kullanilmistir. Daha sonra enzimin substrat ismine —az eki getirilir ya da

substratin ardindan katalizledigi reaksiyon tipiyle ilgili kelime eklenerek isimlendirilir.
b) Sistematik isimlendirme

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim Komisyonu
(IJUBMB-EC) tarafindan 4 rakamla tanimlanir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biocatalyst

1.1.4. Enzim Kodlanmasi

Sistematik adlandirmada enzimler Katalizledikleri reaksiyonlara gore yedi gruba
ayrilmistirlar. Her enzime ait kod numarasi vardir. Kod numarasinin disinda bir de sistematik
ad verilmistir. X. Y. Z. V seklinde 4 rakamdan olusur. e, X; 7 biiytik siniftan birini, Y; birinci
alt siuf, Z; ikinci alt simif ve V; ise enzim numarasini isaret eden semboller olarak
kullanilirlar. (Sekil 1).

E.C.3.1.1.3
Enzim sira numarasy —————————p Lipaz
— Alia » Karboksil eser hidrolazi

—— Alt sumfi ve etkiledigi bag —— Ester hidrolazi

— S llllf]. — - Hi{h‘ﬂlﬂ?_

Sekil 1. Triagilgliserol lipaz adlandirilmasi (E. C.; Enzyme Commision)

1.1.5. Enzimlerin Simiflandirilmasi (*'"Enzyme Classification and Nomenclature,”

Enzimler, organizmalarin yasam aktiviteleri i¢in 6nemli bir role sahiptir. Enzimler
metabolizma, beslenme, enerji ve diger birgok kimyasal reaksiyonlar1 yonetiyorlar. Enzim
komisyonunu enzimlerim klasik ismine ek olarak sistematik bir isim vermistir. Bu sistematik
isim, substratin adin1 ya da biitiin substratlarin adini igerir -az ekiyle biten kelime, katalizlenen
tepkimenin islevini gosterir. Bu kelime, enzimlerin 7 ana sinifindan biri ya da alt siniflarindan
birini ifade etmektedir. Tepkime iki tiir degisim igeriyor ise, ikinci fonksiyonu parantez i¢inde

gosterilir.

1. Oksidorediiktazlar: Rediiksiyon ve oksidasyon bu enzimlerin tepkimeleridir.

Yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlarinin katalizlendigi enzim gruplaridir

2. Tranferazlar: Alict ve verici molekiil arasinda hidrojen haricinde atomlarin

transfer edildigi enzimlerdir.



3. Hidrolazlar: Tepkime sonucunda bir mol su katilmasi ile baglari hidrolize eden

enzimlere denir.

4. Liyazlar: Bilesiklerden su molekiili ¢ikmadan substrat  gruplarinin

uzaklastirilmasi, ¢ift baglarin olusturulmasi reaksiyonlarinin gergeklestirildigi enzimlerdir.

5. izomerazlar: Molekiillerde degisiklik yapan ve dizilisini degistiren enzimlere

denmektedir.

6. Ligazlar: ATP veya GTP gibi yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinden fosfat baginin
pargalanmas1 Sonucu agiga c¢ikan enerji ile bilesiklerin baglanma reaksiyonlarini katalizleyen

enzimlerdir.

7. Translokazlar: iyonlarm veya molekiillerin membranlar arasindaki hareketini

veya bunlarin membranlar igindeki ayrilmasini katalize etmektedirler.

1.1.6. Enzimlerin Yapisal Ozellikleri

Ribozimler hari¢ bilinen tim enzimler proteinlerden olusurlar ve proteinlere ait tiim
yapisal Ozelliklere sahiptirler. Enzimlerin yapilart ve gorevleri bakiminda apoenzim ve
kofaktor olarak iki yapi tag1 vardir (Dharmsthiti vd., 1998).

Apoenzim; protein yapisinda olmasi nedeni ile kolayca denatiire olabilir. Apoenzim,
enzimlerin reaksiyonlar1 Katalizlenmesini saglar. Enzimler aktive olabilmek i¢in aminoasit
kalintilara ihtiya¢ duyarlar. Bazi enzimlerse sadece amino asit kalintilar1 degil ayn1 zamanda,
kofaktor iyonlara ya da organik koenzim baglanarak aktive olmaktadirlar. Koenzim veya
kofaktor yapilari ancak bir apoenzimle baglandiginda enzim yapisinda aktif olmaktadir
(Adam, 2012; Pandey vd., 2006).

1.1.6.1. Aktif bolgeler

Enzimlerin substata baglanarak onu katalitik olarak degisiklige ugrattig1 bolgeye aktif
bolge olarak adlandirilmaktadir. Enzim reaksiyonlari aktif bolge de gerceklesmektedir. Aktif
bolgeye baglanmis molekiile substrat denilmektedir. (Adam, 2012; Kingsley vd., 2015).



1.1.6.2. Katalitik etkinlik

Diger tiim katalizorler gibi enzimler de iki temel 6zellik ile karakterize edilir. Ilk
olarak, reaksiyon tarafindan tiiketilmeden veya kalici olarak degistirilmeden kimyasal
reaksiyonlarin hizini arttirirlar. ikincisi, reaktanlar ve iiriinler arasindaki kimyasal dengeyi
degistirmeden reaksiyon hizlarimi arttirirlar. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, reaksiyonun
hizinin tespitiyle hesaplanmaktadir. Bir mol aktif enzimin dakikada son iiriine doniistiirdiigii
substratin mol sayisia Turnover sayist denilmektedir. Enzimlerin aktivitesi bu sayi ile ifade
edilir. Turnover sayisinin diger adi enzim birimi veya tinitesi olarak da adlandirilir. Enzim
birimi ise, dakikada bir mikromol substratin iiriine doniisiimiinii katalizleyen enzim miktar1
olarak ifade edilir (Cooper, 2000; Z. Zhao vd., 2016).

1.1.6.3. Spesifiklik

Enzimler benzer substratlari kolaylikla ayirabilen 6zel ve 6zgiin molekiillerdir.
Enzimleri ayiran 6nemli 6zelliklerinden biri bu spesifiktir. Enzim spesifikligi her enzimin

aktif alaninin benzersiz olmasi nedenlidir (Nelson vd.,2005).

1.1.6.4. Enzim Aktivitesi

Bir enzimatik tepkimenin hizi, enzimin etkinligi veya enzimin aktivitesi ile iligkilidir.
Bir enzimin aktivitesi, 0 enzim tarafindan katalizlenen enzimatik tepkimenin hizinin, enzim
etkisiyle optimum kosullarda belirli siirede iiriine doniistiiriilen substrat miktarina gore
ifadesidir. Etkinligi veya aktivitesi fazla olan bir enzim, belirli bir siirede daha fazla substrat

molekiiliini triin haline dontistiirir.

1.1.6.5. Sicakhik

Sicaklik artisiyla tepkime hizi artis gosterir. Bu durum molekiillerin Kinetik
enerjilerindeki artisa baglidir. Bu Kinetik enerjideki artis, enzimin yapisinda bulunmakta olan
zayif olan hidrojen ve hidrofobik baglarin kopmasini saglamakta olan enerjiyi asar. Yiiksek
sicaklikta proteinlerin yapisinda bozulma olur ve katalitik etkinligi yok olur. Sicak su

kaynaklarinda ya da okyanus tabanindaki hipertermal akintilarda  bulunan



mikroorganizmalarda bulunan enzimler 100 °C ve iistii sicakliklarda bozulmadan
kalabilmektedirler. Bu neden ile canli dokulardan saflastirilan enzimler, soguk ortamda

korunmali ve sicakliga maruz birakilmamalidir (Murray, 2004; Steinweg vd., 2012).

Enzimler, baz1 sicaklik degerlerinde tam verim ile ¢alisir. Bu sicaklik degeri her enzim
icin farklilik gosterir. Enzimlerin tam verimle calistigi sicakliga optimum sicaklik denir.
Optimum sicaklik degerleri genelde bitkilerde, hayvanlara gore daha yiiksektir. Enzimler
optimum degeri derecesini gegen ortamda bulundugunda protein yapilar1 bozulur. Bu neden
ile enzim i¢in optimum sicaklikta aktivite en yiiksek seviyede iken bu derece gegildiginde
enzim yapisi bozulmaya baslar (Eed, 2012; Murray, 2004).

1.1.6.6. pH

Enzimlerin substrat, koenzim molekiilleri asit ya da baz yan gruplar igerir. Enzim
substrat komplekslerinin stabil olarak olusmasi, hizinin maksimum seviyede olmasi i¢in, bu
gruplarin belirli bir seviyede iyonlasmaya sahip olmasi gereklidir. Her enzimin aktivitesinin
en yiiksek oldugu pH degeri vardir, bu degere enzimin optimal pH"1 denilmektedir. Bu
degerlerin alt1 ve istiinde pH aktivite hizin1 yavaslatir. Enzimlerin optimum pH seviyesi
normal hiicre i¢i pH seviyesiyle ayni degildir. Canli hiicrelerde ortam pH seviyesi nétre
yakindir. Enzimlerin pH 3-8 arasinda bir optimum pH seviyesi oldugu bilinmekle birliktedir.
Bircok enzimin optimum pH seviyesi notre yakindir. Enzimler ile yapilan laboratuvar
caligmalarinda reaksiyon ortaminin pH’1 bilinmesi gerekir, ciinkii fazla asidik ya da bazik
ortam enzim molekiiliiniin yapisin1 bozacagindan dolay1 reaksiyon hizi diser (Eed, 2012;
Murray, 2004).

1.1.6.7. Enzim konsantrasyonu

Enzim miktar1 ortamda arttik¢a enzimatik reaksiyon hizi da enzim miktar1 ile dogru

oranda artar (Grahame vd., 2015).

1.1.6.8. Substrat konsantrasyonu

Substrat miktar1 yogunlugu arttikga, reaksiyonun hizi da artar. Reaksiyon hizi

maksimum seviyeye ulastiktan sonra sabit bir seviyede devam eder. Ortamda yogun miktarda



substrat olmasi halinde, substrat bitene kadar enzim siirekli ¢alisir. Optimum substrat
diizeyinin {stiindeki substrat miktari, enzim reaksiyonun hizini, belirli bir seviden sonra
artirmaz. Bu durum reaksiyon kinetiginin iki fazli oldugunu gostermektedir (Grahame vd.,
2015; Scopes, 2001).

1.1.6.9. Zaman

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar devam ederken hizlar1 zamanla azalir.
Bu durum olusan iiriinlerin birlesip ters yonde tepkime olusturmasi, enzimin inaktif olmasi,

ortamda substrat kalmamasi gibi sebepler ile gergeklesebilir (Eed, 2012; Scopes, 2001).

1.2. Lipazlar

1.2.1. Tarihce

Lipitler; diinyadaki biomasinin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Lipolitik enzimler
ise suda ¢oziinmeyen bilesiklerin doniisimiinde 6nemli rol oynar. Lipolitik enzimler, lipazlar
(EC 3.1.1.3) ve esterazlar (EC 3.1.1.1), kisa ve uzun zincirli karboksilik asit esterlerini
hidrolize etme yetenekleri ile karakterizedir. Lipazlar dogada bol bulunan bir enzim grubudur.
Lipazlar iizerine ¢alisma yapilan en eski enzim grubudur. Lipaz ilk olarak pankreas suyunda
1856'da Claude Bernard tarafindan bir enzim olarak kesfedildi, bu da ¢oziilemeyen yag
damlaciklarin1 hidrolize ederek onlar1 ¢oziiniir triinlere doniistiirdii. Bitkisel tohumlarda
lipazin varligi ise 1871 yilinda kanitlanmustir. 1901 yilinda Bacillus prodigiosus, B.
Pyocyaneus ve B. fluorescens bakterilerinde lipaz iiretimi gézlemlenmistir. Biiyiik 6lgekte
lipaz tretimi igin Serratia marcescens, Pseudomonasa aeruginosa ve Pseudomonas
fluorescens bakteri tiirlerinde tespit edilmistir. Lipolaz, Thermomycesl anugiwnosus
mantarindan sanayilesen ilk ticari rekombinant lipazdi ve 1994'te Aspergillus oryzae'de
eksprese edildi. Geleneksel olarak lipaz, hayvan pankreasindan elde edilmistir ve ham veya
saflagtirilmig kalitede sindirim takviyeleri olarak uygulanabilir hale getirilmistir. Birkag yeni
kimyasal bilesigin sentezi i¢in biyokatalitik prosediirler olarak yaygin sekilde kullanilmistir
(Ay vd., 2011; Hasan vd., 2006, Sharma vd., 2017; Chandra vd.,2020, Sarmah vd.,2017;
Sindhuvd., 2021).



1.2.2. Lipazlarin Yapisi

Dogal olarak, lipaz enzimleri yasayan her organizmada bulunur. Dogada birbirinden
genetik olarak farkli birgok lipaz enzimi bulunur, ancak ti¢ boyutlu yapilari birbirlerine
benzerdir. Lipazlarin o heliks ve B iplik yapisindan olusan protein yapilarindan olusmaktadir
(Sekil 2) (Guncheva vd., 2011).

Lipazlar, en popiiler biyokatalizorlerdir. Lipazlar veya triagilgliserol asil hidrolazlar,
trigliseritlerin hidrolizine yardimci olan ve karboksilik ester baglari tizerinde etkili olan bir
hidrolaz enzimleri sinifidir. Lipazlar normalde tek mideli insanlarda ve hayvanlarda ortaya
cikar. Lipaz enzimleri genellikle yaglarin ve lipitlerin sindirimine yardimec1 olduklar1 pankreas
ve midede tiretilir. (Sindhu vd.,2021)

Enantioselektiflik, bolge segiciligi ve genis substrat 6zgilliigi gibi spesifik 6zellikler
nedeniyle, lipaz tim enzimler arasinda daha fazla ilgi gormektedir (Sharma vd.,2017).
Lipazlar triagilgliserolleri yag asitleri ve gliserole hidrolize eder. Lipazlar monotrigliseritleri,
ditrigliseritleri ve trigliseritleri hidrolizleyen enzimleridir. Lipazlar; mikroorganizmalar,
hayvanlar ve bitkiler tarafindan {iretilebilirler. Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
lipazlar fungus ve bakterilerden elde edilmektedir. Lipazlar, suda ¢6ziinen enzimlerdir ve
suda ¢oziinmeyen substratlar tizerine etki ederler. (Akoh vd., 1998; Jaeger vd., 2002; Mercan,
2018; Oztiirk, 2002).

N-Terminal
ucu

AKtif merkez

Kapi

C-Terminal
ucu

I Kolipaz I

Sekil 2. Lipazin ti¢ boyutlu yapisi
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1.2.3. Lipazlarm Biyokimyasal Simiflandirmasi

Bu bolim, spesfiklik temelinde lipaz siiflandirmasini kapsar. Lipazlar genis bir
reaksiyon dizisini katalize eder ve ayn1 zamanda her yerde bulunurlar. Genel olarak lipazlar
kaynaklarma gore siniflandirmanin  disinda  spesifiklik  ozelliklerine  gore de
smiflandirilabilirler (Sekil 3). Spesifiklik, lipazlarin endiistriyel uygulamalarini tasvir etmede
onemli bir 6zelliktir ve bunlara dayali olarak ti¢ ana kategoriye ayrilabilir: (i) substrata 6zgii,
(i1) bolgesel secici ve (iii) enantiyoselektif. Reaksiyon tiirleri, ilgili enzim-substrat sistemleri
ve bunlarin uygulama alanlarini igeren ek ayrintilar da tablol’de 6zetlenmistir. Lipazin
spesifiklik 6zelligi enzimin molekiiler 6zelliklerine, substratin yapisina ve enzimin substrata
baglanmasini etkileyen faktorlere baghdir. Lipazlarin yag asidi segiciligi, tibbi gidalar igin
yag tiretimi Ve yagin besin degerini arttirmak i¢in kullanilmaktadir (Sarmah vd.,2017, Sinduh
vd.,2021).

Enzimleri kimyasal reaksiyonlardan ayiran en 6nemli 6zellikleri spesifik olmalaridir.
Proteinlerin yapilariyla ilgili bilgilerin, gelisen teknoloji ile artmasi, proteinleri ti¢ boyutlu
yapilarina gore siniflandirma fikrini gelistirmistir. Hidrolazlar sekonder katlanmis yapilar
gosterirler. Ollis arkadaslar1 (Ollis, 1992) 1999 yilinda tanimladig1 o/B-hidrolaz, aktiviteleri
genellikle serin, histidin ve aspartat amino asitlerinin olusturdugu katalitik tiglitye bagli olan
cesitli enzimlerden olusmaktadir. Lipazlar ve esterazlarin ¢ogu bu kivrim yapisini gosterirler
(Fojan vd., 2000; Sharma vd., 2001)

1.2.3.1. Spesifik Ozellgine Gére Lipazlar
1.2.3.1.1. Substrat Seciciligine gore Lipazlar

Substrata 6zgii lipazlar, ham hammaddelerin bir karisimi iginde belirli bir substrat
tizerinde segici olarak etki ettikleri reaksiyonlarda etkili bir sekilde kullanilabilir, biyodizel
tiretiminde ve yiiksek saflikta diagilgliserollerin tiretiminde lipaz kullaniminin gosterdigi gibi,
istenen tirtin sentezinide kolaylastirdiklarirlar ve belirli bir substrat {izerinde segici olarak etki
ederler (Sarmah vd.,2017)

Genel olarak, substrata 6zgii lipazlar tarafindan etki edilebilen substratlar arasinda yag
asitleri ve alkol bulunur. Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, endiistriyel olarak ilgili ¢esitli
islemlerde lipazlardan yararlanmak i¢in enzim stabilitesiyle birlikte substrat spesifikliginin
onemini bildirmektedir (Sarmah vd.,2017)
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Substrat Spesifik Olmayan
Segiciligine Gore Lipazlar
Spesifik 6zelligine Pozisyon 1,3 Baglarina
Gore Segiciligine Gore Segici Lipazlar

Enantioselektif Yag asidi Segici

Lipazlar Lipazlar
Lipazin
Siniflandiriimasi . D
Mikrobiyal )
Kaynakli Maya Lipazlari

Kaynagina Gore

Hayvan Kaynakli Bakteriyel Lipazlar

Bocek Kaynakli

Sekil 3. Lipazin kaynaklarina ve spesifiklik 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

1.2.3.1.2. Pozisyon Segiciligine gore Lipazlar

Pozisyon segici lipazlar, reaksiyonu diger yan reaksiyonlara goére daha uygun bir
yonde yonlendirme egilimindedir. Lipazlarin bu 6zelligi, kKimya ve ila¢ enddistrileri igin,
ozellikle yalnizca belirli konfigiirasyon altinda optimum islev gosteren izomerik bilesiklerin
tiretiminde biiyliik 6nem tasimaktadir. Pozisyon segici lipazlar ile son donemlerde yapilan
calismalara O0rnek olarak Rhizopus (R.) oryzae, C. rugosa, C. Antarctica, Burkholderia

cepacia lipazlari ile verilebilir. (Kumar vd.,2016; Sarmah vd.,2017)

a) Spesifik Olmayan Lipazlar

Bu simif lipazlar ¢ok saglamdir ve birden fazla alt tabaka tizerinde hareket etme
kabiliyetine sahiptir. Mucor (M.) meihei lipazlarida buna 6rnek olarak verilebilir, kozmetik
endiistrisinden biyodizel tiretimine kadar ¢ok ¢esitli reaksiyonlar1 katalize edebilir. Genellikle
triacilgilin hidrolizini katalize ederler. Ortam c¢alisma kosullarina bagli sicakliga daha

dayanikli olmalar1 nedeniyle daha avantajli oldugu bulunmustur. (Sarmah vd.,2017)
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b) 1,3 baglarina spesifik lipazlar

Yag asitleri, 2-monoagilgliseroller ve 1,3 veya 2,3 diagilgliserol iireten C1 ve C3
pozisyonlarinda triasilgliserollerin hidrolizini katalize ederler. Son iki bilesigin kararsizlig
nedeniyle, diagilgliserol ve monoagilgliserol olusur. Diagilgliserollerin  olusumu,
triagilgliserollerden elde edilen monoagilgliserollerle karsilastirildiginda ¢ok daha hizhidir
(Sarmah vd.,2017).

Bu gruba giren lipazlar sadece sn-1, 3 pozisyonundaki yani distaki ester baglarini
pargalar. Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Humicola lanuginosa, Carica papaya,
Rhizopus arrhizus, Rhizopus delemar ve Mucor miehei tiirlerinden elde edilen lipazlar buna
ornek olarak verilebilir. Bu lipazlar, yag ic¢ esterlesmesinde kullanildigindan elde edilen
triagilgliserollerin karisimi kimyasal i¢ esterlesme sonucunda elde edilen triagilgliserollerin
karistmindan ¢ok farklidir. Ciinkii agil gogii 1 ve 3 pozisyonlarmda sinirlandirilmstir. i¢
esterlesme reaksiyonlar1 organik fazda gergeklestiginden izomerlesme olamayacagindan
dolay: triagilgliserollerin 2- pozisyonundaki agil grubu degismez ve boylece i¢ esterlesme
olayini kismen kontrol altinda tutma imkani1 dogar (Sarmah vd.,2017).

¢) Yag asidinie spesifik lipazlar

Bu grup lipazlar, C-9 {izerinde ¢ift bagh uzun zincirli yag asitlerine sahip esterleri
hidrolize eder. Farkli karbon zinciri uzunluklari, doygunluk derecesi ve farkli yan zincirlere
sahip farkli substratlara yonelik yag asidi spesifikligi gosteren birkag lipazin tanimlanmasini
iceren, yag asidine 6zgii lipazlar hakkinda ayrintili bir ¢alisma bildirilmistir. Geotrichum
candidum lipazi cis-9 pozisyonunda gift bag i¢eren uzun yag asitlerine segicidir (Sarmah
vd.,2017).

1.2.3.1.3. Enantiospesifikligine gore lipazlar

Lipaz enzimlerinin enantiospesifikligi, ozellikle ilag sanayinde son yillarda biiyiik
gelismelere olanak saglamistir. Enantiospesifiklik, lipaz enziminin rasemik karisimlarda,
karisimda bulunan molekiil formiilleri birbirine esit, fakat atomlarin {i¢ boyutlu yerlesimi
birbirlerinin ayna aksi olan izomerlerden birine ilgi gostermesi ve onunla reaksiyona
girebilmesidir. Ila¢ sanayinde, giiniimiizde 500°den fazla ilag formiiliinde, rasemik karisimlar

kullanilmaktadir. Enantioizomerlerin farmasotik aktiviteleri ve yan etkileri birbirlerinden
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farkl1 olup, kullanilan tiim rasem karigsimlari ig¢in bu 6zellikler tam olarak saptanmig degildir.
[lag endiistrisinin ve ABD Gida ve Ilag¢ Yoénetiminin en ¢ok ilgi duydugu konulardan biri kiral
ilaglarin, yani bir rasemat yerine tek bir enantiomer igeren ilaglarin, iiretim ve satigidir. Bazi
ilaclar, yalnizca bir enantiomer etkin madde olmasina ragmen yillardan beri rasemat olarak
pazarlanmaktadr. IItihap giderici bir madde olan ibuprofen (Advil, Motrin, Nuprin) boyle bir
ornektir. Ibuprofenin yalmzca (S) izomeri etkindir. (R) izomeri viicutta yavas bir sekilde (S)
izomerine doniismesine ragmen iltihap onleyici bir etkiye sahip degildir; yalnizca (S)
izomerlerinden olusmus 27 bir ilag rasemata gore ¢ok daha hizli bir etki gosterir. Yiiksek
tansiyona karst kullanilan bir ila¢ olan metildopa (Aldomet) da bu etkisini yalnizca (S)
izomeriyle gosterir. En ¢arpict 6rnek ise penisilamindir. Penisilaminin (S) izomeri primer
kronik eklem iltihaplar igin etkili tedavi edici bir madde olmasia ragmen, bilesigin (R)
izomerinin herhangi bir tedavi edici etkisi yoktur, iistelik son derece zehirlidir (Sarmah
vd.,2018).

1.2.3.2. Kaynagma Gore Lipazlar
1.2.3.2.1. Bitki kaynakh lipazlar

Lipazlar, bir bitkinin ¢esitli kisimlarindan elde edilebilir. Btiki lipazlarinin ¢ogu
tohum kaynakli elde edilir. Tohumlarda lipaz aktivitesi, diger kaynaklardan daha fazla
goriiliir. Yiiksek konsantrasyonda triasilgliserol igerirler ve bu nedenle bitkilerin biiyiimesi
icin enerji kaynagi olarak hizmet ederler. Lipaz aktivitesi bitki tohumlarinda triagil olarak
¢imlenme sirasinda artar. Gliserollerin etkisi ile ¢oziiniir sekerlere dondistiirilir. Bitki

lipazlar1, diisiik maliyetleri nedeniyle ¢ok ilgi gormektedir (Sarmah vd.,2017).

1.2.3.2.2. Hayvan ve Bocek kaynakh lipazlar

Hayvan hiicreleri sindirimi saglayan lipazlar1 sentezler. Bununla birlikte, hayvan
lipazlar1 daha sik ticari tiretimden ziyade klinik tanida kullanilir. Bitki ve mikrobiyal lipazlara
kiyasla, bu lipazlar ¢ok daha az arastirilmistir. Lipazlarin bocek dokularindan da elde

edilebilicegi ve ozellikle larva gelisiminde rol oynadigi saptanmistir (Sarmah vd.,2017).
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1.2.3.2.3. Mikrobiyal kaynakh lipazlar

Mikrobiyal lipazlar arasinda mantar, maya ve bakteri lipazlar1 bulunur. Mikrobiyal
lipazlarin ¢ok yonliiliigi, tiretimve kullanim kolaylig1 nedeniyle endiistriyel uygulamalar igin
dikkat cekmektedir.73 Mikrobiyal lipazin olaganiistii spesifikligi, biyoteknolojik uygulamalar
icin giiglii ve ayrmtili bir aragtir. Mikrobiyal lipazlarin ¢ogu bakteri ve mantar tiirlerinden
elde edilen hiicre disi1 lipazlaridir. Uretimleri, ortam bilesenlerinden biiyiik dlciide etkilenir.
Sicaklik, pH gibi fizikokimyasal faktorlerin yani sira ve ¢oziinmiis oksijen gibi faktorlerden
etkilenmektedirler (Sarmah vd.,2017).

a) Fungal Lipazlar

Tim mikrobiyal lipazlar arasinda mantar lipazlari, benzersiz olmalar1 nedeniyle
yaygin olarak kullanilan lipazlardir. Sicaklik ve pH stabilitesi, substrat 6zgiilligi gibi
ozellikler, diisiik maliyet ve organik ¢oziictideki verimli aktiviteleri tercih edilmektedirler. 6
fungal lipazlar hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i karbon ve nitrojen bilesimine bagli olarak bu
lipazlar, ¢ok ¢esitli reaksiyonlar1 Katalize edebilirler. Tablo 2’de ayrintili olarak fungal

lipazlara 6rnekler verilmistir (Sarmah vd.,2017).
b) Maya Lipazlar

Maya lipazlari, benzersiz niteliklerine ek olarak kiiltiir kolayliklar1 sayesinde ilag,

kimya ve biyodisel endiistriyel uygulamalar1 agisindan tercih edilirler (Sarmah vd.,2017).
c) Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipazlar hiicre disi, hiicre i¢i veya zara bagli olabilirler. Lipazlarin ¢ogu
glikoprotein yapisindadir ancak bazi hiicre dis1 bakteri lipazlari, lipoprotein yapisindadir.
Bakteriyel lipazlarin bol miktarda bulunmasinin yani sira spesifik olmayan substrat ve termo-
stabil 6zellikleriyle 6n plandadir. 51,77 Bakteri kaynakli lipazlara ait rnekler Tablo 3’de
ayrintili olarak verilmistir. Yakin zamanda bildirilen ¢alismalardan, termofilik gibi bakteriyel
lipazlarin ¢ogununbakteri, B. licheniformis lipazlar, 167 B. pumilus lipaz (Sarmah vd.,2017).
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1.2.4. Lipazlarin Ara yiizey Aktivasyonu

Holverda 1936 da ara yiizey aktivasyonunu incelemistir. Su igeren ortamda yag
asitlerinin monomerlerin en yiiksek konsantrasyona c¢ikmasia doygunluk denilmektedir.
Doygunluk noktasi triagilgliserollerin emiilsiyon formunun basladigi noktadir. Lipoliz, su ve
yag ara yiziniin olusumu ile olusur. Esteraz enzimi, lipaz enzimi gibi ester baglarini
yikmasina ragmen, substratlara doygunluk noktasina ulasmadan etki etmeye baslar, ancak

lipaz enzimi etki etmesi i¢in doygunluk noktas1 gereklidir (Mercan, 2018; Reis vd., 2009).

1.2.5. Lipaz Aktivitesinin Belirlenme Yontemleri

Lipazlarin aktivitelerinin belirlenmesi amaci ile ¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu
yontemlerin  ¢ogu azalan substratin veya olusan iriiniin Olgiilmesi yOntemine
dayanmaktadirlar. Enzim aktivitesinin belirlenmesi aslinda enzimatik reaksiyonun hizinin
belirlenmesidir. Bu nedenle aktivite i¢in kullanilan yontemler, enzim hiz1 iginde
kullanilabilirler. Aktivite belirlenmesi azalan substrat miktar1 veya olusan iiriine bakarak
belirlenebilmektedir. Lipazlar trigliseritleri hidrolize ederler ve serbest yag asitlerinin
olusmasini saglaralar. Bu enzimler icin analiz yontemleri genellikle serbest yag asitlerinin
olusumunun analiz edilmesi iizerine sekillenmistir (Beisson vd.,2000). bu yontemlerden
titrimetrik yontem; substratlari suda iyi ¢oziinmeyen hidrolazlarin aktivitelerinin belirlenmesi
icin uygulanan bir titrasyon yontemidir (Beisson vd., 2000, (Jaeger vd., 2002; Lesuisse vd.,
1993; Saxena vd., 2003). Kolorimetrik yontem ise serbest yag asitlerinin organik bir ¢oziiciide
bir metalle kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Organiz fazdaki metal
spektrofotometrik olarak olgiiliir (Thomson vd.,1999). Bir diger spektrofotometrik yontem ise
sentetik substartin lipazla hidrolizi sonucu olusan sonucu p-nitrofenol’un spektrofotometre ile
Olgtimii ile olur (Sigurgisladottir vd.,1993; Pereira-Meirelles vd.,1997). Florimetrik yontem;
Umbelliferone ile esterlesmis yag asitlerinin spektroflurimetrik olarak goriintiilendigi
yontemdir (Thomson vd., 1999). Spektrofotometrik yontemlerdenTurbidimetrik yontem ise
azalan substrat miktarinin dlgiilmesi esasina dayanir (Thomson vd., 1999). Lipaz aktivitesinin
belirlenmesinde kromatografik yontemler, ara yiizey geriliminin olgiilmesi, test Kitleri,

immuno uygulamalar, iletkenlik yontemi gibi baska yontemler kullanilabilmektedir.
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1.2.6. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Lipazlar triagilgliserollerin hidrolizinden sorumlu enzimlerdir. Bunun yaninda
lipazlarin sentez reaksiyonlarmi geri doniisiimlii olarak katalizleyebilme 6zellikleri vardir.
Lipazlarin katalizledikleri reaksiyonlar (Sekil 4) iki temel kategoride smiflandirilabilir.
Lipazlar, esterlerin ozellikle triagilgliserollerin serbest yag asidleri ve diagilgliserol,
monoagilgliserol ve gliserole doéniistiirmek suretiyle hidrolizini katalizlemektir. Lipazlar,
susuz organik ¢oziiciilerde, bifazik sistemlerde ve kiral spesifiteli misel olusturan ¢6zeltilerde
esterifikasyon, transesterifikasyon (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz), aminoliz, oksimoliz
ve tiyotransesterifikasyon gibi tersinir reaksiyonlar1 da katalizleme yetenegine sahiptir.
Hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 arasindaki denge, reaksiyon karigiminin su aktivitesi ile

kontrol edilir. Bakteriyel lipazlarin katalizledigi reaksiyonlara érnekler Tablo 1°de verilmistir.

1.2.6.1. Hidroliz

Lipoliz, yag veya esterin, lipaz varliginda karsilik gelen yag asitlerine ve gliserol veya
alkole parcalanmasini igeren bir hidroliz reaksiyonudur. Lipazlar i¢in hidroliz, yag ya da
esterin su varhiginda asit ve gliserol veya alkole ayrilmasini ifade etmektedir. Baglarin
kimyasal yontemlerle parcalanmasi yiiksek sicaklik ve basing gerektirir. Enzimatik yontem
ile kimyasal yontem karsilastirildiginda enzimatik yontemin maliyetin diisiik oldugu ve
olusan iiriinlerin daha iyi koku ve renge sahip oldugu goriiliir. Enzimatik metotlarda reaksiyon
kosullar1 daha kolay, calisma riski daha azdir, enerji tiiketimi daha diistiktiir, ayrica

istenmeyen yan reaksiyonlar ve iiriinler olusmaz (Malcata vd., 1992; Paiva vd., 2000).

1.2.6.2. Sentez

Esterlestirme, alkoller ve karboksilik asitler arasindaki ¢ift yer degistirme
reaksiyonudur. Esterlerin genis bir kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle esterifikasyona
biiyiik 6nem verilmektedir. Lipaz katalizli esterifikasyon, organik ester iiretimi alaninda, tek
yan {irtin olarak ortaya ¢ikan su agisindan cazip olmasi ve geleneksel kimyasal sentez
islemlerinin aksine herhangi bir tehlikeli ¢oziicii kullanilmamas1 nedeniyle biiyiik 6nem
kazanmaktadir. EK olarak, esterlestirme islemi sirasinda suyun yerinde ¢ikarilmasiyla tam

doniistimler saglanabilir (Sarmah vd.,2018).
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Tablo 1. Bakteriyel lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar (Sarmah vd.,2017)

transesterification

Sekil 4. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

transesterification

Reaksiyon tipi Bakteriyel kaynak Endiistriyel Substrat
Uygulamalar
Hidroliz B. pumilus Biyoorganik sentez, Uzun
gida ve deterjan triagilgliseroller
endiistrileri
B.licheniformis Yag ve yag endiistrisi ~ Trimyristin
B. thermolevorans  Yag ve yag endiistrisi ~ Yaglar ve
trigliseritler
Propionibacterium  Gida endiistrisi Triolein
acnes
P. aeruginosa Kati atik aritma Forbol  12-miristat
13-asetat
Staphylococcus Tip ve Saglik Trilinolein

aereus
S. haemolyticus

hizmetleri
Gida endustrisi

p-nitrrofenil kaprilat

Misir yagi
S. epidermis Gida endiistrisi Tribiitirin
Balik yag1
Atik aritma Atik Soya fasulyesi
yagi
S. hyicus Gida endiistrisi Notr lipidler
S. pasturi Atik aritma Hindistan cevizi yagi
Serratia marcescens Yag ve yag endiistrisi ~ Gingily yagi
Thermobifida fusca  Deterjan iiretimi Yag lekeleri
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Tablo 1. Bakteriyel lipazlarin katalizledigi reaksiyonlar (Sarmah vd., 2017) (devami)

Reaksiyon tipi Bakteriyel kaynak Endiistriyel Substrat
Uygulamalar
Esterifikasyon Acinetobacter Kimyasal endiistri 4-nitrofenil
radioresistens kaprilat

Transesterifikasyon

Alkoliz

Enantioselektif
hidroliz

B.coagulans
B. lichengformis

Staphylococcus
epidermis

B. Subtilis
Burkholderia cepacia

Chromobacterium
viscosum

Enterobacter
aerogenes

Geobacillus

Pseudomonas sps.
P. cepacia

Staphylococcus
haemolyticus

B. stearothermophilus

P. fluorescens

Pseudomonas sps.

Serratia marcescens

Gida isleme endiistrisi

T1p ve saghk
hizmetleri
Lezzet endistrisi

Biyodizel

Biyodizel, jet yakiti
Hafif hidrokarbon yagi
Biyodizel, jet yakiti
Hafif hidrokarbon yagi

Biyodizel, jet yakiti
Hafif hidrokarbon yag:

Biyodizel iiretimi
Biyodizel

Akaryakait, tibbi
tedaviler, Laboratuar
kimyasallar1, Endiistri

kimyasallari,

Biyodizel iiretimi

Farkli yag asitlerinin

dahil edilmesi
Gida endiistrisi,
Kozmetik

Biyodizel iiretimi

Tip ve
hizmetleri

saglik

Oleik asit ve etanol
Coumaric asit

Yag asitleri ve
alkoller

Atik yemeklik yag
Jatropa yagi

Jatropa yagi

Jatropa yagi

Sebze yagi

Soya fasulyesi yag1
2-hidroksimetil
1,4-benzodioksan

Zeytinyag1 ve
methanol

Tripalmitin

Siyah Frenk
uzimi yagi
Trigliseritler
(6)-trans-3- (4-
mrtoksifinil)
glisidik asit
metilester
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1.2.7. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalar:

Enzimler bir¢ok endiistriyel alanlarda kullanilmaktadirlar. Endiistriyel uygulamalar
stirekli bir degisime gelisim i¢inde oldugu i¢in, yeni ozelliklere sahip enzimler her zaman
talep gérmektedir. Bu talebin karsilanmasi i¢in enzim iiretimi giiniimiizde bir endiistri alanina
dontismistiir (Konarzycka-Bessler vd., 2006). Bir¢ok enzim gibi lipazlar da endiistriyel
alanda kullanilmaktadir. Mikrobiyal lipazlar, toplam satis ve tiretimlerine gore proteazlar ve
karbohidrazlardan sonra tgiinciidiir. Ticari enzimlerin proteazlar %59“unu, karbohidrazlar
%28’ini, lipazlar %3’inii olustur. Lipazlarin enzimatik ozellikleri, substrat spesifiteleri
bakimindan ¢esitlilik gosterir. Bu durum endiistriyel alan uygulamalarinda 6nemli olmalarini
saglar. Lipazlar ayrica firincilik ve siit triinleri endistrilerinde aromay1 arttirmak igin
kullanilir. Ayrica emiilsiyonda da yardimei olurlar. Lipazlar ayrica gesitli fonksiyonel
gidalarin  gelistirilmesinde kullanilir. Lipazlarin reaksiyon ¢esitliliginden Oniimiizdeki
yillarda giderek artan sekilde daha ¢ok yararlanilmasi, 6zellikle deterjan, gida ve kozmetikte
daha fazla kullanilmasi beklenmektedir. Mikrobiyal lipazlardan mantar kaynakli lipazlarin
(Tablo 2.) ve bakteriyel lipazlarin (Tablo 3.) endiistriyel uygulamalarina ait ornekler
verilmistir (Fadiloglu vd., 2004; Hasan vd., 2006; Kiran vd., 2006; Chandra vd.,2020; Sindhu
vd.,2021)

Mikrobiyal lipaz pazarinin kullaniminin 2018 yilindan itibaren %6,8'lik bir YBBO'da
biiyiiyerek 2023 yilina kadar 590,2 Milyon ABD Dolarina ulasacagi tahmin edilmektedir.
Ayrica, Hindistan, Cin ve Brezilya gibi gelismekte olan pazarlarda yiikselen beklentilerin,
tahmin  donemi boyunca lipazlarin pazar kapsamini genisletmesi bekleniyor

(http://www.marketsandmarkets.com, 2020).

Mikrobiyal lipazlar, mevcut katalitik aktivitelerin gesitliligi, yiikksek verim tiretimi ve
genetik manipiilasyonun basitligi, mevsimsel dalgalanmalarin olmamasi, diizenli tedarik,
daha stabil daha giivenli ve daha uygun ve biiyiime orani nedeniyle bitkilerden veya
hayvanlardan elde edilmek i¢in daha degerlidir (Chandra vd.,2020).

1.2.7.1. Siit endiistrisinde lipaz

Stit yaginin hidrolizi i¢in, yag asidinin zincir uzunluklar1 degistirmek igin ve
peynirlerin lezzetini artirmak i¢in lipazlar, siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Su anda peynirin olgunlasmasinin hizlandirilmasinda ve tereyagi ve kremanin lipolizinde
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kullanilmaktadir. Lipazlarin siit yagi tizerindeki etkisiyle dzellikle de serbest yag asitleri ile,
aroma ve lezzete sahip yumusak peynirler iiretilen gesitli iiriinlerdendir. Cedar, provolon ve
ras peynirleri gibi ¢esitli peynir tiirlerinde olgunlagsmay1 ve lezzetin gelismesini hizlandirmak
icin mide lipazlar1 uygulanir. Aroma gelisimini de hizlandiran lipaz ilavesinden sonra yag
asidi salimim hiz1 artar. Yag asitlerinin serbestlesmesi, buzagi lipazinin eklenmesi ile 6nemli
Olgiide artmistir ve olgunlagsma sicakligini (7 ° C'den 53 © C'ye) yiikseltmektedir. Lipazlar
mikrobiyal ve hayvansal kaynakli bircok enzim sirketinde kullanilmaktadir. Hayvanlardan
elde edilen lipazlar kuzu ve buzagilardan islenir, ancak mikrobiyal lipaz iiretimi esas olarak
bakteriler ve fungal sp. Rhizomucor meihei. Hem hayvansal hem de mikrobiyal lipazlar gesitli
etki mekanizmalarina sahiptir ve gida sirketleri her ikisini de gerekli peynir aromasina gore
kullanir. Lipazlar, proteazlar ve laktaz enzimleri, aroma parcalarinin ve / veya aroma ana
cercevelerinin seviyesini yiikseltmek igin sirasiyla lipidleri, proteinleri ve laktozu hidrolize
eder. Benzer sekilde ¢ikolata ve kakao sanayisinde de yaygin kullanimlar1 bulunmaktadir.
Ayrica krema, sekerleme gibi benzer igerikli tiriinlerdede lipazlar kullanilmaktadir. (Chandra
vd.,2020; Sindhu vd.,2021)

Siit endiistrisinde, siitteki yaglar1 hidrolize etmek ve peynirlere hos tatlar vermek igin
lipazlar uygulanir. Karakteristik lezzet, siit hidrolizi sirasinda salinan serbest yagdan {iretilen

yag asitlerinin bir sonucudur (Jooyandeh vd.2009 )

1.2.7.2. Yag endiistrisinde lipazlar

Yag sanayisinde lipazlarin kullanimi, yag tretimi ve islenmesindeki enerjinin
tilketimini azaltir. Yag asidi zincirlerinin lipazlarmin yerini degistirmek, gliseridlerdeki
lipidlerin  varliklarim1  degistirmemize ve bunlardan birini veya digerini Yyenisiyle
degistirmemize izin verir. Yag endiistrisinde kullanilan lipazlar alkolizis, asidolizis, hidroliz
ve esterifikasyon islemleri siiresince sicakligin korunmasi igin kullanilir. Yag ve yag
rtinlerinin  sicakliktaki yap1 bozulmalarin1 azaltir. Son derece selektif mikrobiyal
fosfolipazlar, bitkisel yaglardaki fosfolipitlerin giderilmesi i¢in yakin zamanda sanayilesmis
gevre dostu bir prosediirdiir (Sharma vd., 2001, Chandra vd.,2020).

1.2.7.3. Cay endiistrisinde kullanilan lipazlar

Cay, diinyadaki en popiiler i¢ecektir ve Camellia sinensis L.'den iiretilmistir. Ancak
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her biri igin iretim siireci farklidir, 6rnegin fermente edilmemis yesil ¢ay, yar1 fermente
edilmis cay, iyi fermente edilmis ¢ay siyah ¢ay olarak bilinir. Ticari olarak temin edilebilen
cay, bitkinin tomurcugundan ve Camellia sinensis'in apikal iki yapragindan hazirlanir. (L).
Cay1 tamamlamak, taze ¢ay yapraginin yenilenmesinde yesil yaprakta endojen olarak bulunan
oksidatif ve hidrolitik enzimlerin etkisine baglidir. Membran lipidlerinin enzimatik
pargalanmasi, belirli aroma 6zelliklerine sahip siyah ¢ayin iiretimi sirasinda ugucu tiiriinlerin
gelisimini baglatir, lezzet gelistirmede lipidin 6nemini vurgular. Siyah ¢ayin kalitesi, ¢ay
yapraklarinin maruz kaldigi kuruluga, mekanik kirilmaya ve enzimatik fermantasyona
baglidir (Chandra vd.,2020).

1.2.7.4. Et ve balik endiistrisinde lipazlar

Yagsiz et iiretmek icin et iiretimi ve balik endistrisindeki fazla yagi gidermek icin
lipaz da kullanilir. Ayn1 zamanda et iriinlerinin fermantasyonu igin lezzetini arttirmak ve
fermente edilmis sosislerin tstiinliigiinii genisletmek i¢in kullanilir. Balik yaginin hidrolizi ve

doymamus yag asidi (n-3 PUFA) i¢in mikrobiyal lipazlar da kullanilir (Chandra vd.,2020).

1.2.7.5. Besinler

Lipazlar, lipoliz fonksiyonlar1 bayatlamay1 geciktirmek i¢in kullanilir. Bunun igin
ekmek hamuruna lipazlarin eklenir ve trigliseritlerin kismi hidrolizi sonucu monogliserit
icerigi artar. Lipazlar kopek mamalarinin da lezzetinin artirilmasinda kullanilmaktadirlar.
Lipazlar, siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Siit yaginin hidrolizi igin siit
endiistrisi kullanir. Yag asidi zincir uzunluklarin1 degistirmek igin lipazlar, ¢esitli peynirlerin
lezzetlerini arttirir. Glincel uygulamalar ayrica peynirin hizlandirilmasini da igerir olgunlagma
ve tereyagi, yag ve kremanin lioplizi (Aravindan vd., 2007; Chandra vd.,2020 , Sindhu
vd.,2021).

1.2.7.6. Kozmetik ve Kisisel bakim iiriinlerinde kullamlan lipazlar

Sa¢ bakimui, cilt bakimi, parfiim, kisisel hijyen ve agiz iriinleri ile ilgili olarak

kozmetik pazarimin kiiresel pay1 2024 yilina kadar 680 milyar dolari asabilir. Ciinkii gelismis
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kozmetik firiinler endistrinin biiylimesini saglayabilir. Giines-bronzluk kremleri, banyo
yaglar1 gibi bakim iiriinleri basta olmak tizere palyatif olarak uygulama igin izopropil miristat,
izopropil palmitat ve 2-etilheksilpalmitat {iretimi Parfiim endiistrisindeki 6nemli bir koku
bileseni, 3, 7-dimetil-4, 7-oktadien-1-ol'un lipazlar1 ve Transesterifikasyonu ile cesitli

mikrobiyal kaynaklardan formiile edilen giil oksittir (Chandra vd.,2020).

1.2.7.7. Deterjan endiistrisinde lipazlar

Deterjanlarin kimyasal bilesenleri ekolojik kirlenmeye neden oldugu, fauna ve flora
icin tehlikeli oldugu i¢in lipazlar bu giivenli olmayan bilesenlerin yerine kullanilabilirler.
Deterjanlarda kullanilan enzimler Kirleri daha basit formlara doniistiiriir ve temizlenmesi
kolaylasir Dolayisiyla, su anda enzimatik bazli deterjan fireten endiistrilerin ¢ogu.
Pseudomonas ADT3"lin tirettigi lipaz, deterjanda degerli bulunmustur. Yilda yaklagik 1000
ton lipaz, 13 milyon ton deterjan tiretiminde katki maddesi olarak lipazlar kullanilmaktadir.
Misir yagi lekelerinin boyanmamis pamuklu kumastan ¢ikarilmasi, lipazin deterjanla
karistirtlmas1 ve Bacillus sonorensis'ten ekstrakte edilmesi ile gergeklesir. Camasirlari
camagirlarda yikamak i¢in diisiik sicaklikta soguk aktif lipazlar, deterjan preparatlarinda ve
kiral aracilarin organik karisimlarinda katki maddesi olarak faydalidir. Pseudomonas
aeruginosa susu BUP2, deterjan endiistrisinde yiiksek spesifik aktivite ile verimli bir sekilde
kullanilan alkali ve 1s1ya dayanikli bir lipaz iirettigi saptanmigtir. Deterjanlarda yaygin olarak
kullanilan lipaz iireten mikroorganizmalar Bacillus flexus XJU -1, Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis VSG1, Bacillus pumilus SG2, Bacillus subtilis JPBW-9, Geobacillus
sp., Pseudomonas aeruginosa sanai ve Serratia marcescens DEPTK2. P. mendocina
(Lumafast) ve Pseudomonas glumae bakterileri, ticari deterjan formiilasyonlar1 igin yiiksek
sicaklik optimasina sahip lipazlar irettigi saptanmustir. Genencor International, AU-KBC
Arastirma Merkezi (Hindistan) tarafindan P. mendocina ve Pseudomonas alcaligenes’den

Lumafast ve Lipomax olarak bilinen lipazlar tretmistirler (http://www.au-kbc.org/beta/

bioproj2 / uses.htm). P. alcaligenes M-1 bakterisinden camasir makinesinde kullanilan yagl
lekeleri ¢ikarma kabiliyetin sahip alkalin lipaz tretmistirler. Pseudomonas plantarii'den
ekstrakte edilen lipaz Solvay Enzyme Products, Inc. 1992-01-29 / 1990-07-25, bir Avrupa
Patent Ofisi'nde (EPO) patentli noniyonik ve/veya anyonik bir deterjan formiilasyonunda
kullanilmistir. Novo Nordisk tarafindan 1994 yilinda piyasaya siiriilen lipolaz, Trichoderma

lanuginosus'tan ekstrakte edilen ve A. oryzae'de eksprese edilen ilk ticari lipazdir. Lipo Prime
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® yine kendi iirettikleri lipaz iceren bir deterjandir. Trichosporon asahii MSR 54, tarafindan
tiretilen alkalin lipaz1 kullanarak ortam sicakliginda yag lekelerinin ¢ikarilmasi igin
uygulanabilen bir 6n 1slatma formiilasyonu gelistirmislerdir (Brant vd., 2004; Hasan vd.,
2006; Kiran vd., 2006; Chandra vd.,2020)

1.2.7.8. Atik su veya atik su aritiminda lipaz

Atik su aritimida hem aerobik hem de anaerobik lipazlar kullanilmaktadir. Aktif
camur prosesi olarak bilinen en 6nemli aerobik aritma cihazlarindan biri, oksijen tasinmasina
izin vermek i¢in havalandirilma tanklarinin yiizeyinden ince yag tabakalarini siirekli olarak
uzaklastirir, biyokiitlenin korunmasii igerir. C. rugosa, Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter vs.'den kullanilan lipazlar, yagsiz yagdan zengin safsizliklar1 kolaylikla
sindirilebilir. Lipazlar, gida atiklari, siit iiriinleri atiklar1 ve yiinden gelen yaglar, giibre ve
anaerobik islemler kullanan yag fabrikalarindan gelen atik su gibi endistriyel atik su
aritiminda yaygin olarak faydalidir. Atik su aritma tesislerinde, yaglarin enzimatik
yaklasimlar kullanilarak islenmesi, esas olarak trigliseritler, % 90'a kadar pislik hidrolize
edilebilir ve immobilize edici lipaz sentezleyen bakteriler kullanilarak daha da iyilestirilebilir
(Chandra vd.,2020).

1.2.7.9. Biyodizel iiretimi

Biyodizel yakit bitkisel yaglarin esterifikasyonu ile elde edilir. Metanol ve etanol ile
yaglarin lipaz katalizli alkolizisi sonucu metil ve etil esterler olusur ve bunlar dizel yakitlarin
yerini alan 6nemli bilesenlerdir. Bu konuda pek ¢ok calisma yapilmistir (Noureddini
vd.,2005; Ray, 2012).

1.2.7.10. Medikal uygulamalar

Kiral bilesik eldesinde, kimyasal yollarla elde edilemeyen ilaglarin sentezinde lipaz

enzimleri kullanilirnden yararlanilir (Kierkels vd.,1990).
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1.2.7.11. Kagit atiklarimin boya giderimi

Agagctan elde edilen kereste ve odunlardan kagit hamuru ve kagit tiretiminde, ziftin

hamurdan uzaklastirllmas1 amaci ile lipaz enzimi kullanilmaktadir. Japonya’da kagit

tiretiminde odunlardaki triagilgliserolllerin hidrolize edilmesi amaci ile ilk defa lipaz

kullanilmig giiniimiizde kullanimi devam etmektedir. Lipazlar kagit endistrisinde kagit

tirtinlerinde beyazlasmayi artirir, ayrica Kimyasal madde kullanim oranini ve tiretimdeki islem

stiresini azaltmaktadir (Hasan vd., 2006; Jaeger vd., 2020).

Tablo 2. Giiniimiizde Mantar Kaynakli Mikrobiyal Lipazlar ve Endiistriyel Uygulamalar

(Jaeger vd., 2020).

Mikrobiyal kaynaklar

Kullanim alanlan

Fusarium solani NFCCL 4084

Aspergillus oryzae

Rhizomucor javanicus (meih)

Rhizomucor miehei

Geotrichum candidum
ve C. antarctica

Candida rugosa

Candida lipolytica

Biyodizel tiretimi i¢in halofilik lipaz

Doymus yag asitleri sentezlenir, daha hizli peynir olgunlagmasi
saglanir, tada 6zel peynir olusur

Hidrojene olmayan kat1 yaglar
Kakao yag1 esdegerleri

Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in kotii kolesteroliin ortadan
kaldirilmasiyla ilgili farmasétik bilesikleri sentezleyen kiral ara
maddelerin biyokatalitik siireglerle hazirlanmasi

Insan Siit yagmin esdegeri

Peynir olgunlasmasi, Yag asidi tiretimi

Penicillium camembertii

Trichoderma lanuginosus

Penicillium roquefortii
Aspergillus niger

Meyerozyma guilliermondii

A. niger GZUF36

Aspergillus flavus

Candida antarktika

Gliserolglikolipid tiretimi

Doymus triasil gliseridlerin sentezi

Deterjan 'LipoPrime ' i¢eren bir lipaz tiretti

Stt irtinlerinde peynirin karakteristik lezzetinin tiretimi

Daha hizli peynir olgunlagmasi, tada 6zel peynir, hamur
stabilitesi ve kivamlandirma

Peynir alt1 suyu kullanarak yem lipazi
Fonksiyonel yaglarin sentezinde enzimin potansiyeli

Yag lekesi giderme; ilaglarin, polimerlerin, biyodizellerin, biyo
yiizey aktif maddelerin sentezi

Kagit ve kagit hamuru endiistrisinde adim kontrolii,
Polikondensasyon, laktonlarin halka agma polimerizasyonu,
polimerde karbonatlar
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Tablo 2. Giiniimiizde Mantar Kaynakli Mikrobiyal Lipazlar ve Endistriyel Uygulamalar1
(Jaeger vd., 2020) devami

Rhizomucor meihei

Rhizomucor meihei

Candida tropicalis,
Aspergillus oryzae

Penicillium abeanum

Rhizopus nodosus
Candida rugosa

P. chrysogenum
Rhizomucor meihei

P. chrysogenum
Thermomyces lanuginose

M. miehei

C. parapsilosis
M. miehei, C. antarctica

M. miehei, Rhizopus arrhizus

Cilt ve giines kremleri, banyo yaglari vb. Kisisel bakim
tiriinlerinde biyokatalizor olarak

Firincilik endiistrisi i¢in ylizey aktif maddeler, siit iiriinleri, Eriste
Zenginlestirilmis yaglar ve kat1 yaglar, kakao yagi ikameleri,
biyoaktif molekiillerin sentezi

Ham petrol hidrokarbonlarinin bozunmasi

Ton balig1 yaginin dokosaheksaenoik asitle zenginlestirilmesi i¢in
kullanin

Deri igleme ve tiiy alma ve yag giderme

Aktif gamur aritma, aerobik atik aritma

Gida endiistrisi atik aritma

Firincilik endiistrisi i¢in ylizey aktif maddeler, Siit {irtinleri, Eriste
Gida endiistrisi atik aritma

Hidrojene olmayan kati1 yaglar

Yiyecek, igecek ve ilag endiistrisinde aroma ve koku olarak
kullanilir

Hidroksamik asitler (gida katki maddesi)
Solventsiz ortamda kisa zincirli lezzet tio ester sentezi

Lezzet esteri tiretimi

Tablo 3. Bakteri kaynakli mikrobiyal lipazlar ve endiistriyel uygulamalari (Jaeger vd., 2020).

Mikrobiyal kaynaklar

Kullanim alanlan

Achromobacter sp. HEGN 014,

Yagl atik su aritimi

Virgibacillus pantothenticus HEGN 114

Pseudomonas mendocina

Bulagik yikama / ¢gamasir yikama

Acinetobacter radioresistens; Bacillus Deterjan endiistrisinde kullanilir

sp. FH5
Staphylococcus pasturi

P. fluorescens

Staphylococcus warneri ve
S. xylosus

Yag bozunmasinda kullanmak

S-2852 bocek ilacimin bir bileseni olan rasemat (R , S )-4-
metil-1-heptin-4-en-3- ol'un enantiyoselektif
tansesterifikasyonu

Lezzet esterlerinin tiretimi
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Tablo 3. Bakteri kaynakli mikrobiyal lipazlar ve endiistriyel uygulamalar1 (Jaeger vd., 2020).

(Devami)

Mikrobiyal kaynaklar
Bacillus sp.

Brevundimonas sp. QPT-2

Micrococcus sp.

Bacillus cereus HSS
Marinobacter lipolyticus
Haloarcula sp. G41

Bacillus subtilis

Geobacillus stearothermophilus

Pseudomonas aeruginosa
HFE733

Pseudomonas sp.
Natronococcus sp.

P. alcaligenes M-1

Pseudomonas plantarii

Chromobacterium viscosum

Acinetobacter sp.
Bacillus thermocatenulatus

Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus
rhamnosus ve Lactobacillus
plantarum.

Penicillium roquefortii

Staphylococcus warneri,
S. xylosus

Pseudomonas cepacia

Pseudomonas sp.

Kullanim alanlar
Deri islemede kullanilir

AOPP herbisitlerinin enantiyoselektif bozunmasinda rol
oynar

Yaygin olarak kullanilan deterjanlar, ¢esitli kumas
tirlerinden yagl lekelerin ¢ikarilmasini saglar.

Atik su aritma

Organik Coziiciiye Toleranslh Lipolitik enzim
Biyodizel tiretimi igin organik ¢oziiciiye toleransh lipaz
Ekmek yapimi igin firincilik endiistrisi

Metanolde gelistirilmis stabilite

Petrol ve organiklerin biyolojik olarak pargalanmasi
(kimyasal oksijen talebi (COD) olarak belirlenmesi,
restoranlardan gelen gida atik sularinin biyolojik olarak
parcalanmasi

Gida isleme ve yag tiretimi
Biyokatalizde uygulama

Camasir makinesinde  kullanildiginda  yagli  lekeleri
cikarabilen alkali lipazlar

Solvay Enzim Uriinleri, Noniyonik ve / veya anyonik bir
deterjan formiilasyonu igin gegerlidir.

Camasir deterjanm1 “Top” da kullanilan alkali lipaz igeren
deterjan formiilasyonlar

Atik su yonetiminde yagh materyalin% 60-65'ini bozmak
Tip endiistrisinde kullanilir

Lezzeti iyilestirmek i¢in peynir endistrisi

Peynir olgunlagmasi i¢in Peynir Endiistrisi

Lezzet esteri tiretimi

Biyodizel yakat iiretimi

flag endiistrisinde antitiimér antibiyotik ve immiinsiipresif
ajan olarak (-) - 15-deoxyspergualin 23) olusumu
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1.3. Anoxybacillus Suslari

Bacillaceae ailesindeki tim tiirler Gram pozitiftir, cubuk veya kok seklindedir.
20.000'den fazla sus Bacillaceae olarak smiflandirilmistir. Tiire ait genomik bilgi bazi alt
tirlere yogunlagmistir Ulusal Biyoinformatik Bilgi Merkezi (NCBI) veri tabanindaki bilgileri
icinde Bacillus ve Geobacillus tiirleri i¢cin genom dizileme projeleri, Bacillaceae ailesi igin
toplam dizilenmis genomlarin %99'undan fazlasini temsil eder (Sekil 5, Tablo 4) (Goh vd.,
2013).

Bacillaceae familyas:1 tiyeleri, tiim hiicreleri veya enzimleri iceren biyoislem ve
biyotransformasyon igin iyi bir bakteri kaynagidir. Bacillus ve Geobacillus'un aksine,
Anoxybacillus, 2000 yilinda 6nerilen nispeten yeni bir cinstir. Bu bakteriler alkali toleransl
termofiller oldugundan, bir¢cok endiistriyel uygulama i¢in uygundurlar. Anoxybacillus'un ilk
raporundan on yildan fazla bir siire sonra, temel ve uygulamali ¢alismalardan elde edilen
bilgiler, bu cinsin nisasta ve lignoseliilozik biyokiitleler, ¢evresel atik aritma, enzim
teknolojisi ve muhtemelen biyoenerji tiretimi ile ilgili birgok uygulamada iyi bir alternatif

olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.

Anoxybacillus flavthermus 2000 yilindan once Bacillus flavothermus olarak
adlandirilmaktaydi. Yeni Zelanda kaplicalarinda kesfedilen ve 3070 °C araliginda yasayan
sart pigmentli bir fakiiltatif anaerobik olarak karakterize edilmistir. Daha sonra, B.
flavothermus suslar1 ile yakin sekans 6zdesligine sahip gesitli suslar Yellowstone Milli
Parki'nda ve Avustralya Biiyiik Artezyen Havzasinda bulundu. 2000 yilindan 6nce B.
flavothermus tizerine galismalar sinirhidir. Pikuta ve arkadagslari 2000 yilinda yeni anaerobik
soy K1 T'yi hayvan giibresinden izole etti ve Anoxybacillus yeni bir tiir olarak onerdi. K1 T
susuna Anoxybacillus pushchinensis adi verildi. Daha once B. flavothermus olarak
adlandirilan sus Anoxybacillus flavothermus olarak yeniden simiflandirilmistir (Cihan
vd.,2014; Deep vd., 2013; Pikuta vd., 2000; X. Q. Zhang vd., 2013). 2003 yilinda, Amerikan
Tip Kiiltir Koleksiyonu (ATCC) kimlik dogrulamasi analizi sirasinda, A. pushchinensis
anaerob yerine bir aerotolerans anaerob oldugu bildirilmistir (Pikuta vd., 2003). Aerob,
fakiiltatif anaerob veya fakiiltatif aeroblar olabilirler. Kesin anaerob olmamalarina ragmen
cins ad1 Anoxybacillus olarak kaldi (Vos vd., 2011). Bugiine kadar diinyanin dort bir yaninda,
toplam 22 tiir ve gegerli yaymlanmis isimlere sahip iki Anoxybacillus alt tiirti bildirilmistir.

Tiirlerden ikisi, yani Anoxybacillus caldiproteolysis ve Anoxybacillus tepidamans, daha dnce

28



sirastyla Geobacillus caldiproteolysis ve Geobacillus tepidamans olarak simiflandirilmst
(Coorevits vd., 2012; Goh vd., 2014). En son kesfedilen tiir 2012 yilinda tespit edilen
Anoxybacillus kaynarcensis'tir (Inan vd.,2013). Anoxybacillus spp. arasinda A. flavithermus
WK1 (PRINA59135) genomu tamamen dizilenmis tek genomdur (Goh vd., 2014).

Anoxyi

Anoxy10
Anoxy?
Anoxy®

Sekil 5. Bacillaceae ailesi semasi (Tamura vd., 2011)
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Tablo 4. Bacillaceae familyasina ait genus listesi (Bergey’s Manual of Systematics of Archaea

and Bacteria)

Family I. Bacillaceae
Genus I. Bacillus

Genus I1. Alkalibacillus
Genus I11. Amphibacillus
Genus V. Anoxybacillus
Genus V. Cerasibacillus
Genus V1. Filobacillus
Genus VII. Geobacillus
Genus VIII. Gracilibacillus
Genus IX. Halobacillus
Genus X. Halolactibacillus
Genus XI. Lentibacillus
Genus XII. Marinococcus
Genus XII1. Oceanobacillus
Genus XI1V. Paraliobacillus
Genus XV. Pontibacillus
Genus XVI. Saccharococcus
Genus XVII. Tenuibacillus

Genus XVIII. Thalassobacillus

Genus XIX. Virgibacillus
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1.3.1. Anoxybacillus i¢in Uygun Yasam Ortam

Anoxybacillus tiirlerinin kolayca izole edildigini ve korundugunu ve ¢ogaltilmasi igin
spesifik bir ortama ihtiyag duymadigimi diisiindiiren ¢esitli kiiltiir ortamlar1 kullanilmigtir
(Inan vd., 2013).

Cogu Anoxybacillus tiirleri, 37 °C'de uygun sekilde yasar (TSB-6 susu harig), 50-65
°C sicaklik araliginda optimum yasama sahiptir (Chowdhury Paul vd., 2012). Anoxybacillus,
bazi kaplicalar gibi sicak ortamlarda baskin tiirdiir (Narayan vd.,2008). Anoxybacillus
hiicreleri alkalifilik veya alkali toleranslidir Ve tiirlerin ¢ogu nétr pH'da yasayabilirler. Istisna

olarak, optimal yasam i¢in 5,60 pH'a sahip Anoxybacillus amylolyticus'tur (Poli vd., 2006).

1.3.2. Sentetik Ortam

Genel olarak, kiiltiir ortam1 optimizasyonu ile yiiksek verimlilik elde edilmistir. Bir
yetistirme ortamu olusturan her bir bilesigin konsantrasyonunun optimizasyonu genellikle

zaman alic1 bir prosediirdiir (Rodrigues vd., 2005).

1.4. Cahismanin amaci

Iklim degisikligi ve ¢evre sorunlar1 konusundaki artan endiseler nedeniyle, imalat
endiistrilerinin odag1 giderek daha yesil, daha giivenli ve siirdiiriilebilir alternatif siireglerin
gelistirilmesine dogru kaymaktadir. Lipazin gida, ilag, deri, kozmetik, deterjan, tibbi teshis,
stit tirtinleri, icecek, yag asidi ve kagit endiistrileriyle ilgili sayisiz islemi katalize etmede
basarili olduklar1 goriilmiistir. (Sarmah vd., 2018). Bu nedenle lipaz iirettigi daha 6nceden
saptanmis Anoxybacillus sp. HBB180 tarafindan iiretilen lipazin, iiretim kosullarinin
optimizasyonu yapilarak en yiiksek verimde enzim {iretiminin saglanmas1 amaglanmistir. Bu
optimizasyonu saglamak icin karbon ve azot kaynaklarmin uygunluguna, , inkiibasyon
sicakligina, inkiibasyon siiresine ve pH gibi biliylime kosullar1 lipaz sentezini
etkileyebilmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda Anoxybacillus sp.’den lipaz iiretimi tizerine ¢esitli

kiiltiir kosullarinin etkisi arastirilmasi amaglanmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Lipaz Uretimi

Lipazlarin genellikle sivi kiiltiir olarak {iretilir, ancak bazi kat1 kiiltiir fermentasyon
yontemlerinin de kullanilmaktadir. Lipid yapidaki karbon kaynaklari genellikle lipaz iiretim
verimini artirmaktadir. Ttim fermentasyon parametreleri lipaz aktivitesini, bakterinin iireme

ve gelisimini etkilemektedir (Hasan vd., 2006; Sharma vd., 2001).

Shelley, bir bakterinin lipaz pozitif olarak belirlenebilmesi i¢in bazi 6zelliklere sahip

olmasi gerektigini sdylemistir (Hasan vd., 2006).
e Organizma tireyebilmeli;
e Organizma biiyiime kosullar1 altinda lipaz tiretmeli
e Aktivite tespiti igin kullanilan yontem yeterli hassasiyette sahip olmalidir.

Lipazlarin sentezi igin segilecek bakteride aranilan ilk 6zellik ¢ok miktarda lipazi
uretmesidir. Genel olarak bakteri tiirii segimi Kriterleri asagidaki gibidir (Jaeger vd.,
2002);

e Kisa fermantasyon siiresinde, ¢ok miktarda lipaz verimi saglamalidir.

e Ektraseliiler enzim iiretimi tercih edilir boylelikle hiicre zar1 pargalamadan enzim

izolasyonu saglanir.

e Intraseliiler enzim olas1 halinde hiicre kolay parcalanmalidir.
e Bakteri tiiriniin toksik madde ya da antibiyotik iretmemelidir.
e Enzime zarar verebilecek yan iiriin olusmamalidir.

e Ucuz bir besi yerinde kolay ve hizli iireyebilmelidir.

e Enzim verimliligi agisindan stabil olmalidir.

e Kiiltiirler saflastirma islemleri sorunsuz ve kolay olmalidir
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2.2. Lipaz Uretimi Uzerine Ph ve Sicakhgin EtKisi

Anoxybacillus tiirlerinin gelisimi {izerine pH ve sicakligin etkisi {izerine yapilan ¢alismalar Tablo 5 de sunulmustur. Bu ¢alismalarda pH 5,60-9,70

ve sicaklik 50-65 © C arasinda en iyi gelisim gosterdigi saptanmustir.

Tablo 5. Anoxybacillus tiirlerinin genel 6zellikleri (Goh vd., 2013)

Tiirler Kaynak Biiyiime Sicaklik Opt. pH arahgi Opt. pH Referans
durumu aralig sicakhik
(¢ C) “C)
| A. rupiensis Kaplica Aerob | 35-67 | 55 5,50-8,50 6,00-6,50 | Derekova vd., 2007
A. tepidamans Jeotermal 1sitmali toprak F. an. 39-67 55 6,00-9,00 7,00 Schéffer vd., 2004
A. caldiproteolyticus Aritma gamuru numuneleri | Aerob 35-65 60 6,00-9,00 6,50 Chen vd., 2004
A. amylolyticus Jeotermal toprak F. an. 45-65 61 5,00-6,50 5,60 Poli vd., 2006
A. kontaminans Jelatin numuneleri F. an. 50-60 50 4,00-10,00 7,00 De Clerck vd. 2004
A. voinovskiensis Voinovske kaplica Fa 30-64 54 7,00-8,00 ND Yumoto vd. 2004
A. kaynarcensis Kaynarca kaplicast Aerob 35-70 60 6,00-10,00 7,00 Inan vd. 2012
A. flavithermus Kaplica Fa 30-72 60-65 5,50-9,00 7,00 Heinen vd. 1982
A. bogrovensis Jeotermal kaynak F. an. 40-69 65 6,00-10,00 8,00 Atanassova vd. 2008
A. eryuanensis Eryuan kaplicasi F. an. 35-75 55 7,00-11,00 8,00 Zhang vd. 2011
A. mongoliensis Tsenher kaplicasi F. an. 35-75 60 5,00-10,80 8,00 Namsaraev vd. 2010
A. pushchinoensis Giibre ornekleri Fa 37-66 62 8,00-10,50 9,50-9,70 Pikuta vd. 2000
A flavithermus  subsp. | Kaplicalar Fa 30-66 60 5,50-10,00 7,00-7,50 Dai vd. 2011

Yunnanensis
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Tablo 5. Anoxybacillus tiirlerinin genel 6zellikleri (Goh vd., 2013) (devami)

Tiirler Kaynak Biiyiime Sicakhk Opt. pH arahg: Opt. pH Referans

durumu arahgi sicaklik

(1 ®) (1 ®)

A. tengchongensis Tengchong kaplicasi F. an. 30-75 50 7,00-11,00 8,50 Zhang vd. 2011
A. gonensis Gonen kaplicalart F.an. 40-70 55-60 6,00-10,00 7,50-8,00 Beldiiz vd. 2003
A. kestanbolensis Kestanbol kaplicast F. an. 40-70 50-55 6,00-10,50 7,50-8,50 Diilger vd. 2004
A. ayderensis Ayder kaplicasi F. an. 30-70 50 6,00-11,00 7,50-8,50 Diilger vd. 2004
A. salavatliensis Iyi boru hatt1 tortusu F. an. 37-69 60 5,50-9,50 8,00-9,00 Cihan vd. 2011
A. kamchatkensis Gayzer vadisinde kaplica Fa 38-67 60 5,70-9,90 6,80-8,50 Kevbrin vd. 2005
A.kamchatkensis subsp. | Talisdere kaplicasi Aerob 35-65 55 5,50-9,50 7,50 Gul-Guven vd. 2008
Asaccharedens
A. termarum Euganean kaplicasi Aerob 55-67 65 6,00-7,50 7,20 Poli vd. 2009

Fa fakiiltatif aerobe, F. an. fakiiltatif anaerob, ND belirlenmemis
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2.3. Karbon Kaynagimin Etkisi

Lipaz iiretim asamasinda karbon kaynagi ana bilesenlerdendir ayrica lipaz iiretiminin
bir indiikleyicisidir. Lipazlarin tiretiminde kiiltiir ortaminda glikoz, sukroz, friiktoz ve maltoz
karbon kaynaklar1 kullanilmaktadir (Fatima vd., 2014). Bu kaynaklarin disinda yaglar, yag
asitleri, metil esterler, safra tuzlari, gliserol gibi hidrofobik substratlarda lipaz iiretimini
artirmaktadir (Brigida, vd.,2014; Fickers vd., 2005).

Exiguobacterium sp. lipazi igin c¢esitli karbon kaynaklart denenmis ve en iyi

indiikleyicinin zeytinyagi oldugu saptanmustir (Ali vd., 2015).

Burkholderia cepacia lipazinin ¢esitli yaglar ile yaptiklari ¢alismada maximum lipaz
aktivitesini hurma yagi, hindistan cevizi yag: ve hardal yagi iceren besiyerinde saptanmistir
(Rathi vd., 2002).

Staphylococcus sp. LP12 susu lipaz1 sentetik ve dogal lipit karbon kaynaklarmin ile
arastirilmig lipaz iretiminin hindistancevizi yagi, 6giitilmiis findik yagi1 ve zeytinyagi uzun

karbon zincirli dogal yaglarda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Pogaku vd., 2010).

Mobarok ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada Pseudomonas aeruginosa lipaz
liretiminin arastirilmasi igin zeytinyagi, glikoz ve tributirin gibi karbon kaynaklarimi
degerlendirilmistir. Zeytinyagmin lipaz iiretimini artirdigini bulunmustur. Kiiltiir ortaminda
glikoz varliginin, zeytinyagina kiyasla lipaz tiretimini baskiladigi da bildirilmistir (Mobarak-
Qamsari vd., 2011).

Aspergillus carneus lipaz tiretimini artirmak i¢in ortam bilesenlerinin ve biiyiime
kosullarinin optimizasyonunun arastirildigi Kaushik tarafindan yapilan ¢alismada glikoz

optimum karbon kaynagi olarak bulunmustur (Kaushik vd., 2006).

Balaji’nin ¢alismasinda karbon kaynaklar1 olarak sekerlerin lipaz {iretimi iizerine
etkileri incelenmistir. En yiiksek lipaz tiretimiyle en iyi karbon kaynagi glikoz olarak

bulunmus, glikozu, siikroz ve fruktoz izlemistir. (Balaji vd., 2020).

Tan ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada Penicillium camembertii Thom PG-3’ten
lipaz iretiminde etkisi denenen karbohidratlardan tretimi en ¢ok artiranlarin laktoz ve

mannitol oldugunu bildirmislerdir (Tan vd., 2004).

Duza ve Mastan Bacillus thuringiensis (TS11BP)’den en iyi lipaz iiretimini igin
karbon kaynagini dextroz olarak saptamistir (Duza vd., 2014).
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Mazhar ve arkadaglar1 2017 yilinda Bacillus subtilis PCSIRNL-39’un lipaz iiretiminde
en iyi karbon kaynagi olarak sukrozu saptamistirlar (Mazhar vd., 2017).

Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipaz: ile yapilan ¢aligmada en iyi indiikleyici

olarak %0,5zeytin yagi iceren besi ortaminda gergeklestigini saptamustir (Bakir, 2016).

Ilesanmi’nin ¢alismasinda lipaz iretimini tetikleyebilecek Tween20, Tween80,
Zeytinyagi, glikoz ve frikktoz gibi farkli karbon kaynaklari kullanilmistir. En yiiksek lipaz
aktivitesine sahip ortamlar sirasiyla zeytinyagi, Tween 80, Tween 20, friiktoz ve glikoz olarak
bulunmustur (llesanmi vd., 2020).

Sahoo’nun 2018 yilindaki c¢alismasinda da karbon kaynagi olarak zeytinyagi
kullanilmistir (Sahoo vd., 2018). Yine Sahoo’nun Anoxybacillus tarafindan iiretilen lipazin

arastirildigr 2020 yilindaki ¢calismasinda da kaynak zeytinyagidir (Sahoo vd., 2020).

Geobacillus  thermoleovorans  tarafindan  termostabil  lipaz  {iretiminin
optimizasyonunu calismada en uygun kaynak olarak zeytinyagi bildirilmistir (Abdel-Fattah,
2002).

Ertugrul ve arkadaslar1 (2007) Bacillus sp. Ile yapilan calismada lipaz iiretimini en
cok artiran karbon kaynagi olarak triolein bildirilmistir (Ertugrul vd., 2007).

Balaji’nin ¢alismasinda kaynak olarak zeytinyagi, hindistancevizi yagi, hint yagi, yer
fistig1 yagi, hurma yagi ve aycicek yagi gibi farkli yaglar kullanilmistir. En yiiksek lipaz
tiretimi sirasiyla zeytinyagi, ayc¢igcek yagi, yer fistigi yagi, hint yagi, hindistan cevizi yag ve
hurma yaginda elde edilmistir (Balaji vd., 2020).

Maia ve arkadaslar1 Fusarium solani’den en iyi lipolitik aktiviteyi susam yagi ve
triolein iceren ortamda saptamiglardir (Maia vd., 2001). Tan ve arkadaslar ¢alismasinda P.
camembertii Thom PG3’iin en iyi lipolitik aktiviteyi jojoba yag1 ve zeytinyagi iceren ortamda

goriildiigiini saptamistir (Tan vd., 2004).

2.4. Azot Kaynagimin Etkisi

Lipaz tireten organizmanin fermantasyonu igin azot kaynagi gereklidir (Tembhurkar,
2012). Bakteriyel hiicrelerin lipaz azot kaynagi i¢cin maya ekstrakti, sigir eti ekstrakti pepton,
tripton gibi organik azot kaynaklari olduk¢a 6nemlidir (Deepali vd., 2011). Lipaz iiretiminde

besi yerinde azot kaynagi i¢in pepton, maya ekstrakti kullanilanlara Basillus alcalophilus,
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Basillus licheniformis, Pseudomonas sp., P. fragi, P. Fluorescens ve S. haemolyticus 6rnek
olarak verilebilir (Ghanem vd., 2000). Amonyum siilfat, amonyum kloriir, potasyum nitrat
gibi inorganik azot kaynaklarinida lipaz iiretimini arttirmaktadir (Ali vd., 2015).

Exiguobacterium sp. lipaz1 i¢in maya ekstrakti, sigir eti ekstrakti, pepton, tripton,
jelatin gibi organik azot kaynaklari karsilastirildiginda lipaz iiretimini en ¢ok maya

ekstraktinin arttirdigini saptanmistir (Ali vd., 2015).

Staphylococcus sp. LP12'den lipaz iiretimini en ¢ok artiran azot kaynagmin pepton
oldugu saptanmistir (Pogaku vd., 2010).

Burkholderia cepacia lipazi inorganik ve organik azot kaynaklar1 incelendiginde en
cok tiretim di-amonyum hidrojen ortofosfat ve potasyum nitrat varliginda gézlenmistir (Rathi
vd., 2002)

Staphylococcus sp. LP12'den susu lipazinin tiretimini en ¢ok artiran azot kaynaginin

potasyum nitrat oldugu saptanmistir (Pogaku vd., 2010).

Aeromonas veronii ile yapilan ¢alismada lipaz iiretimini en ¢ok artiran azot kaynaginin

jelatin oldugu saptanmistir (Kamaladevi vd., 2014).

Mobarok’un ¢alismasinda kullanilan farkli azot kaynaklari arasinda en uygun kaynak
pepton olarak bulunmustur. Amonyum kloriir ve amonyum dihidrojen fosfat gibi inorganik
azot kaynaklarinin da bazi mikroplarda etkili oldugu bildirilmistir (Mobarak-Qamsari vd.,
2011).

Balaji’nin caligmasinda azot kaynaklarinin Bacillus sp. tarafindan lipaz tiretimi
tizerindeki etkileri de incelenmistir. Test edilen farkli nitrojen kaynaklar1 arasindan, pepton
ile bazal ortamda iiretime kiyasla maksimal lipaz iiretimi elde edilmistir. Sonrasinda da
amonyum nitrat ve amonyum kloriir gibi organik nitrojen kaynaklarinin daha yiiksek lipaz

tiretimine sahip oldugu bulunmustur (Balaji vd., 2020).

Bora ve arkadaslari, Gulati ve ark. tarafindan da yapilan ¢alismada peptonun lipaz

tiretimi igin en iyi azotlu kaynak oldugu bulunmustur (Bora, 2012; Gulati vd., 2005).

Tan ve arkadaglar1 2004 yilinda Penicillium camembertii Thom PG-3’ten lipaz
iiretimini en ¢ok artiran azot kaynaginin yagi alinmis soya oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
inorganik azot kaynaklarindan NH4+ veya NO3- formunda olanlarin lipaz iretimini
artirirken, diger tiim inorganik kaynaklarmin lipaz sentezini inhibe ettigini bildiirmislerdir
(Tan vd., 2004).
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Aspergillus veronii EK-2 izolat1 ile yapilan ¢alismada lipaz iiretimini en ¢ok arttiran
azot kaynaginim jelatin oldugu tespit edilmistir. inorganik azot kaynaklarindan olan amonyum
siilfat ve amonyum kloriiriin lipaz iiretimini arttirdigi saptanmistir (Oztiirk vd., 2019).
Kamaladevi ve c¢alisma arkadaslar1 2014 yilinda aym tiir ile yapilan bir baska ¢alismada en
lipaz liretimini artiran en iyi azot kaynagi olarak yine jelatin olarak bildirilmistir (Kamaladevi
vd., 2014).

Aspergillus tamarii JGIF06’dan lipaz {iretimini artiran azot kaynaklarinin amonyum

kloriir ve amonyum siilfat oldugunu bildirmislerdir (Das vd., 2017).

Literatiirdeki diger ¢alismalarda en iyi azot kaynaklari olarak; Acinetobacter
radioresistens Aspergillus sp., Bacillus coagulans BTS-3 lipazlari ile yapilan ¢alismalarda
sirastyla % 0,75°1ik yeast ekstrakt, % 1’lik pepton ve % 0,5 pepton ile % 0,5 yeast ekstrak
olarak bildirilmistir (C.-Y. Li vd., 2004, Cihangir vd., 2004, Kumar vd., 2005). Sirisha ve
ark. (Sirishavd., 2010) da ¢alismalarinda lipaz tiretimi i¢in en iyi azot kaynagi olarak peptonu
bildirmiglerdir. Bacha ve ark. S. acurus’un lipaz tiretiminde en iyi azot kaynagi olarak maya
oziitli kullandiklarini belirtmislerdir (Ben Bacha vd.,2016). Mazhar ve arkadaslarinin 2017
yilindaki ¢alismasinda B. subtilis PCSIRNL-39’un lipaz tiretiminde en iyi azot kaynagi olarak
pepton saptanmustir (Mazhar vd., 2017).

Pseudomonas aeuriginosa tiretim ortaminda lipaz tretimini etkileyebilecekleri i¢in
Maya oziitli, Pepton, Kazein, Amonyum Nitrat ve Potasyum Nitrat gibi farkli tiirlerden
nitrojen kaynaklar1 kullanilmistir. Maya Ekstrakti, Amonyum Nitrat, Pepton, Kazein i¢in
sirasiyla lipaz aktivitesi kaydedilirken, nitrojen kaynagi olarak Potasyum Nitrat iceren

ortamda higbir aktivite tespit edilememistir (llesanmi vd., 2020).

Pseudomonas sp. ile yapilan ¢aligmada, makismum lipaz iiretiminin nitrojen kaynagi
olarak pepton ve maya ekstrakti kullanildiginda elde edildigi belirtilmistir (Fatima vd., 2015).
Pseudomonas aeruginosa ile yapilan ¢alismada, amonyum siilfat haricindeki inorganik azot

kaynaklarimin lipaz tiretimini azalttig1 rapor edilmistir (Bisht vd., 2013).
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2.5. Zeytin Atik Suyu

Zeytinyagi tiretiminde kullanilan yontemlerden 3 fazli iiretimde, zeytinyagi, atiksu
(karasu) ve pirina olusurken, 2 fazli {iretimde sulu pirina ve zeytinyagi olusmaktadir.
Ulkemizde yaklasik 1031 adet zeytinyag tesisi bulundugu tahmin edilmektedir (Hocaoglu
vd., 2017) Atik sulari, su (%83-92), organik madde (%4-16) ve mineral tuzlardan (%1-2)
olusan kétii kokulu ve asidiktir. Ug fazli zeytinyag: iiretim atiksulart; ik fazli zeytin atik
suyuna gore daha asidiktir pH (3-6). Yiiksek polifenolik icerik (0.5-24 g/L) ve yiiksek kati
madde igerigi ile karakterize edilmektedir. Bu atiksular; fruktoz, monos, glukoz, sakkaroz,

sukroz ve biraz pentozdan ibaret olan %1,6-4 scker igermektedir.

Zeytinyagi atiksuyuna rengini veren fenolik bilesikler; sinnamik asit tiirevleri, benzoik
asit tiirevleri ve hidroksifenilasetik asit gibi ilgili bilesikler olmak iizere {i¢ temel kategoride
simiflandirilabilir. Zeytinyagi atiksularinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan fenolik
bilesikler, fitotoksisite ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan ve biyolojik olarak ayrismasi
zor olan kalici1 bilesiklerdir. Bununla birlikte, diisiik pH ve polifenollerin kompleks olusturma

yetenekleri ¢evredeki agir metallerin ¢oziiniirliigiinii arttirmaktadir (Tung ve Ayhan, 2015).

2.6. Lipaz aktivitesi iizerine pH ve Sicakhgin Etkisi

Rhizopus oryzae susundan lipaz enzimi optimum pH araliginin 4,50-7, 50 oldugunu
optimum sicaklik degerinin ise 35 °C olarak saptanmistir. 35 °C iizerinde aktivite kayip
oldugu 6rnegin 45°C’de ise 30 dakika sonunda enzim aktivitesinde %25 oraninda kayip

oldugu saptanmustir (Hiol vd., 2000).

Cryptococcus sp. lipaz enzimi maksimum enzim aktivitesini pH 7,00 ve sicaklik 37
°C’de saptanmustir. Lipazin optimum pH araligi 5,00-9,00 arasinda oldugu, pH 9,00

seviyesinin iistiinde aktivitede %50 oraninda kayip oldugu saptanmistir (Kamini vd., 2001).

Aspergillus niger lipazinin optimum pH degeri 2,50 ve sicak degeri 45 °C olarak
saptanmustir (Mahadik vd., 2002).

P. fluorescens lipazi ile yapilan ¢alismada fermentasyon kosullar1 45 °C ve pH 4,50

olarak saptanmustir (Kojima vd., 2003).

Aspergillus carneus lipazinin optimal pH araligi 8,00 — 10,00, optimum pH degerinin
ise 9,00 oldugu ve optimal sicaklik degeri ise 37°C olarak belirlenmistir (Saxena vd., 2003).
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Bacillus megaterium lipaz1 optimum pH araliginin 5,00- 7,00 arasinda oldugu,
optimum pH’1 ise 6,00 oldugu bildirilmistir. Lipazin pH 4,00°de aktivitenin %30 unu
kaybetigini, pH 3,00 seviyesinde ise hi¢ aktivite gostermedigi saptanmustir (Lima vd., 2004).

Bacillus sphaericus 205 susunun maksimum lipaz aktivitesini pH 7,00- 8,00 ve
55°C’de gosterdigi, enzimin pH 5,00- 13,00 araliginda 37°C’de 30 dakika stabilitesini
korudugu belirlenmistir (Sulong vd., 2006).

Pseudomonas aeruginosa lipazinin 2 giin boyunca optimal pH araliginda (7,00- 9,00)
stabilitesini korudugu, pH 6,00°da ayn1 siire sonunda aktivite degerinin %67 oldugu ve pH
10,00°da ise 3 saat’te aktivitesinin %50 oldugu saptanmustir (Singh vd., 2007).

Pseudomonas aeruginosa lipazinin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri
40°C oldugu ve 4 saat boyunca aktivitesini korudugu, 50°C sicaklikta ise ayni siire sonunda
aktivitesinin %40 oldugu bildirilmistir (Gaur vd., 2008).

Serratia marcescens ECU1010 susu lipazinin optimum sicakligi 45°C ve pH’1 8,00
olarak saptanmustir. Enzimin optimal pH aralig1 6,00- 9,00 seviyesinde olarak bildirilmistir
(L.-L. Zhao vd., 2008).

Pseudomonas fluorescens JCM5963 susu lipazi optimum pH’1 9,00 ve optimum

sicakligiin 55°C oldugu saptanmistir (Zhang vd., 2009).

Nomuraea rileyi lipazinin optimum pH degeri 8,00 ve optimum sicaklik degeri 35 °C
olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin pH 7,00 — 9,00 sicaklik 15-35 °C arasinda stabil
oldugunu belirlenmistir (Supakdamrongkul vd., 2010).

Kampe ve ark Aspergillus nier MTCC 2594 susu lipazinin optimum sartlarin1 pH 7,00
ve 37 °C olarak saptamislardir (Nakajima-Kambe vd., 2012).

Mucor hiemalis lipaz1 optimum pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 7,00 ve 50 °C olarak
saptanmustir. Enzimin pH 5,00-11,00 degerlerinde ve 30-50 °C arasinda stabil oldugu, 60-80
°C arasinda ise aktivitesini %50 oraninda kaybettigi saptanmustir (Ulker vd., 2012).

Aneurinibacillus thermoaerophilus lipaz enziminin optimum pH degerini 7,00
sicaklik degeri 60 °C olarak saptanmistir. Enzimin oda sicakliginda ve pH 4,00-9,00 arasinda

aktivitesinin stabil oldugunu gézlemlemislerdir (Masomian vd., 2013).

Staphylococcus sp. lipazinin optimum pH degeri 8.00, optimum sicaklik degeri 45 °C
olarak saptanmistir. Enzimin 1 saat boyunca pH 6,00-9,00 degerleri arasinda ve 45 °C
sicaklikta aktivitesinin %69 unu korudugu korudugu saptanmistir (Daoud vd., 2013).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Sigma firmasindan; Luria-Bertani (LB) broth, agaroz, zeytinyag: ve triolein Fluka
firmasindan; p-nitrofenil laurat, skim milk pepton, tripton, agar, pamuk yagi, badem yagi,
musir yagi ve soya yagi; Merck firmasindan; yeast ekstrakt (maya 6ziitii), beef ekstrakt (et
oziitli) p-nitrofenol, metanol, etanol, aseton, amonyum siilfat ve amonyum nitrat Aldrich
firmasindan; ketentohumu yagi Riedel- de Haen firmasindan; iire, hidrojen peroksit,

benzen, toluen, ksilol ve oleik asit kullanilmustir.

3.2. Mikroorganizma

Bu c¢alismada kullanilacak mikroorganizma olan Anoxybacillus sp. HBB 180 Adnan
Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyokimya laboratuvarinda
onceden izole edilmis olan stok kiiltiirlerden saglandi. Bakteri stogu ¢alismaya baglamadan
once, icerigi Tablo 6’de verilen Luria-Bertani (LB) agar ortaminda 50 °C’ de 24 saat
gelistirilmistir. Bakteri stoklar1 daha sonra steril kosullarda %20°1ik skim milk ¢6zeltisi igeren
cryotiiplere aktarildi. Sonraki denemelerde kullanmak icin ADU Biyoloji Bsliimii Biyokimya

laboratuvarinda -80 °C’de sakland:.

Tablo 6. Luria-Bertani agar ortam icerigi

Kimyasal madde Miktari
Tripton %1
Yeast ekstrakt %0,5
NacCl %1
Agar %1,5

15 dakika boyunca 121 °C’de steril edildi.
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3.3. Kantitatif Lipaz Aktivite Tayini

Kantitatif lipaz aktivite tayininde substrat olarak kullanilalacak olan p-NPL (p-
nitrofenil laurat) etanolde 10 mM konsantrasyonda hazirlandi. Reaksiyon karisimina final
konsantrasyonu 1 mM olacak sekilde eklendi. Optimum kosullar belirlenmeden 6nce ortam
bilsenleri Tablo 7°da gosterildigi gibi hazirlandi. 30 dakika, 50 °C’de inkiibasyona birakildi.
Optimum kosullar belirlendikten sonra ise Tablo 8’deki reaksiyon bilesenleri hazirlandi. 30
dakika boyunca belirlenen optimum sicaklik olan 55 °C’ de inkiibasyona birakildi. Her ikKi
durumda da enzim aktivitesini durdurmak i¢in 0,25 mL 0,1 M Na2COs kullanildi. Ardindan
+4 °C’de 15 dk. boyunca 10.000 x g’de santrifiij (Heraeus-Biofuge pico, Germany) edildi.
Sonrasinda  spektrofotometrik  olarak kantititatif lipaz aktivite tayini yapildi
Spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan) 6l¢iim yapilirken 410nm’de absorbans
Ol¢timii kore kars1 yapildi (Sigurgisladottir vd.,1993).

Tablo 7. Lipaz aktivite tayininde kullanilan ortam bilesenleri

Kor Ornek

- 0,8 mL Glisin-NaOH (50 mM, pH
0,8 mL Glisin-NaOH (50 mM, pH 9,00)

9,00)
0,1 mL Glisin-NaOH (50 mM, pH 9,00) 0,1 mL enzim ¢ozeltisi
0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde) 0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde)

30 dakika boyunca 50 °C’ de inkiibasyona birakild.
Reaksiyon durdurucu olarak 0,25 mL 0,1 M Na2COz kullanildz.
+4 °C’de 15 dk. boyunca 10.000 x g 'de santrifiij edildi.

Spektrofotometre cihazinda 410 nm’de 6l¢iim yapildi.
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Tablo 8. Optimum kosullar belirlendikten sonra lipaz aktivite tayininde kullanilan ortam

bilesenleri
Kér Ornek
0,8 mL Tris-HCI tamponu 0,8 mL Tris-HCI tamponu
(50 mM, pH 8,50) (50 mM, pH 8,50)
0,1 mL LB broth 0,1 mL enzim ¢ozeltisi
0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde) 0,1 mL pNPL (10 mM, etanolde)

30 dakika boyunca 55 °C’de inkiibasyona birakildi.
Reaksiyon durdurucu olarak 0,25 mL 0,1 M Na2COs kullanildi.
+4 °C’de 15 dk. boyunca 10.000 x g ‘de santrifiij edildi.

Spektrofotometre cihazinda 410 nm’de 6l¢iim yapildi.

Unite: Reaksiyon kosullar1 altinda 1 dakikada pNP-laurattan 1pmol p-nitrofenol olusmasini

saglayan enzim miktar1 olarak belirtilmistir.

Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak olgiildiikten sonra Volum Aktivitenin

hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil asagidadir.

VA
~ mg protein/mL

SA: spesifik aktivite (U/mg)
VA: volum aktivite (U/mL)
V: reaksiyon hacmi (mL)

I: 151k yolu (1cm)
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&: molar absorbans katsayis1 (mM-1 cm-1)
v: 6rnek hacmi (mL)

t: inkiibasyon zamani (30 dk)

A: absorbans

SF: seyreltme faktorii

3.4. 16S rRNA Analizi ile HBB-180 izolatinin Tamilanmasi

3.4.1. Izolattan genomik DNA izolasyonu ve PCR

180 nolu izolat gecelik kiiltiirden %2 lik LB’ye ekim yapilmistir. Optimum enzim
iretim kosullarinda 24 saat sonra 5 ml siv1 besi yeri alinarak 13000 x g 15 dk +4 derecede
santifuj edildi. Sonrasinda supernatant uzaklastirilarak steril distile su ile iki kere yikama
yapildiktan sonra pellet steril epondorflara aktirildi. DNA izolasyonu Invitrogen PureLink
mini genomik DNA izolasyon Kkiti ile devam edildi. Baslangic olarak pellet tizerine 180 pL
genomik digestion buffer, 30 °C uL lizozim (20 mg/mL) ve 10 uL. Rnase A eklenerek 37
°C’de 30 dakika inkube edildi. Sonrasinda karigimin tizerine 10 uL (20 mg/ml) proteinaz K
eklenerek 50 °C’de 30 dk inkube edildi. Inkubasyon sonrasi tiipler 13000 rpm’de 3 dakika
santriflij edildikten sonra, supernatatnt temiz bir tube alinarak {izerine 200 uL ethanol ve 200
uL genomik lysis/binding buffer eklenerek karistildi. Daha sonra iist fazin 640 pL spin
kolonlara yiiklendi. Kolon yikama tamponlari ile 10000 x g’de 1 ve 3 dakika yikama yapilarak
DNA igerigi temizlendi. Son olarak 100 pL elution buffer eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij sonucunda stok DNA elde edildi. DNA konsatrasyonu NanoDrop 2000
spektrofotometre cihazinda Olgiilerek, konsatrasyonu PCR reaksiyonu i¢in 50 ng/uL
ayarlandi. PCR reaksiyonu 27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3* ve 1492R 5’-
GGTTACCTTGTTACGACT-3 primerleri kullanilarak, 1 uLL primerlerden (20 uM),12.5 pL
Tag DNA polimeraz 2X MixRED (Ampligon) ve 50 ng DNA olmak iizere 25 pL toplam
rekasiyon hacmi ile 4 dakika 94 °C 30 dongii, 1 dakika 94 °C’de, 45 saniye 60 °C’de, 1 dakika
72°C’de ve uzama asamasinda 5 dakika 72 °C reaksiyon kosullar1 kullanilarak tamamlandi.
Elde edilen PCR iiriinleri %2 lik agarose jel elektroforezi ile kontrol edildi. Forward primer
yoniinde tek yon olarak Atlas Biyoteknoloji sirketi araciligiyla hizmet alimi olarak sekans

islemleri tamamlandi.
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3.4.2. Data Analizi

16S rRNA tiir tayini yontemi i¢in Atlas biyoteknoloji sirketinden Abi formatinda
alinan 6rnek dosyasi Bioedit 7.2.6. programi (Thompson vd. 1994) kullanilarak diizenlenip
fasta formatina gevrilip tiir tayinin icin WWW.ncbi.com niikleotid database kullanilarak
blastlanma islemi yapildi. Elde edilen sonu¢ NCBI filogenetik analysis araci ile en yakin 10

tiir ile neighbor joining metodu kullanilarak filogenetik agaci ¢izildi.

3.5. Kiiltiir Kosullarmi Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipaz Uretimi Uzerine
etkisi

3.5.1. Baslangi¢c pH’ 1nin Lipaz iiretimi iizerine etkisi

Fermantasyon parametlerinden biri olan pH’nin enzim firetimi {izerine etkisini
belirlemek i¢in pH 4,00-10,50 arasindaki pHlarda 0,5 birim kademeli olarak artirilarak enzim
tiretim ortami ayarlandi. HBB180 susunun stok kiiltiiriinden LB broth iceren tiipe inokiile
edilerek bir gece inkiibe edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbans1 600 nm’de 0,1 olacak sekilde
ayarlandi1 ve 50 mL enzim tretim ortamu igeren 250 mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile
edildi. Kiiltiirler 50 °C sicaklikta, 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu (ODeoo)

spektrofotometrik olarak tayin edildi.

3.5.2. Inkiibasyon sicakhginin Lipaz iiretimi iizerine etKisi

Fermantasyon parametlerinden biri olan sicakligin enzim {iretimi {izerine etkisini
belirlemek i¢in 30-80 °C arasindaki sicakliklarda 5 birim kademeli olarak artirilarak 6nceden
belirlenen optimum pH’6,50’ta tiretim ortam1 hazirlanir. HBB180 susunun stok kiiltiiriinden
LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibe edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbansi 600
nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlandi ve 50 mL enzim tiretim ortami i¢eren 250 mL’lik erlenlere
% 1 oraninda inokiile edildi. Kiiltiirler farkli sicakliklarda, 150 rpm hizda galkalamali olarak
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu
(ODe0o) spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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3.5.3. Lipaz iiretimi iizerine karbon kaynaklarmin etkisi

Enzim {iretimi tizerine gesitli karbon kaynaklarinin etkisini saptamak igin karbon
kaynaklar1 (zeytinyagi, pamuk yagi, soya yagi, musir yagi, badem yagi, keten tohumu yagi
triolein) ve ticari olarak satilan bazi yaglar zeytin yag1 (geleneksel iiretim), aycicek yagi
(YUDUM), pamuk yag1 (TARIS), nmusir yag: (EVIN), findik yagi (GURSOY) kullanild.
Ayrica Zeytin yagi ve peynir fabrikalarinin atig1 olan 2 fazli zeytin kara suyu (2 fazl iiretim
isleminde sulu pirina ve yag olmak iizere 2 ayr1 fazdan olusmaktadir), 3 fazli zeytin kara suyu
(3 fazli tiretim isleminde dekantasyon atiksuyu, pirina ve yag olmak iizere 3 ayr1 fazdan
olusur) ve peynir alt1 suyu (OZSOY) kullanildi. Yaglar disindaki denenen peynir alt1 suyu
karbon kaynagi i¢in LB broth ortami kontrol olarak kullanildi. Peynir alti suyu disinda
denenen tiim karbon kaynaklari igin kontrol olarak ise %0,5 g gum arabic iceren LB broth
ortami kullanildi (Tablo 9). Karbon kaynaklarinin konsantrasyonlarini belirlemek igin ise
%0,1, 0,5 ve 1 oraninda olacak sekilde kontrol ortamlarina eklendi. Ticari yaglar ise %0,5 g
gum arabic igeren LB broth ortamina final konsantrasyonlar1 %0,1, 0,5 ve 1 olacak sekilde
eklendikten sonra diger ortamlardan farkli olarak karigtiricinin (WARING, Commercial
Blender 8011ES, USA) maximum hizinda 3 dakika emiilsifiye edildi. Denenen tiim karbon
kaynaklar1 otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyounca sterilize edildi.

HBB180 susunun stok kiiltiirtinden LB broth igeren tiipe inokiile edilerek 55 °C’deki
etiivde (Incucell-MMM, Germany) bir gece inkiibe edildi ve gecelik kiiltiiriin absorbans1 600
nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanip 50 mL besi ortami igeren 250 mL’lik erlenlere % 1
oraninda inokiile edildi. Kiiltiirler 55 °C’deki inkiibatérde (Newbrunswick Scientific Innova
43) 150 rpm hizda calkalamal olarak 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde

lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu (ODsoo) spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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Tablo 9. Karbon kaynaklarmin denemelerinde kullanilan kontrol besiyerleri

Kimyasal madde Yag dis1 denemeleri Yag denemeleri
Tripton %1 %0,1
Yeast ekstrakt (maya oziitii) %0,5 %0,5
NaCl %1 %1
Arabic gum - %0,5
pH 6,50

121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

3.5.4. Azot Kaynaklarimn Lipaz Uretimi Uzerine EtKisi

Cesitli azot kaynaklarinin enzim f{retimi {izerine etkisini arastirmak i¢in LB
ortamindaki yeast ekstrakt ve tripton cikarildi. Yerine gesitli organik azot kaynaklarindan
(tire, pepton, yeast ekstract, tripton) ve inorganik azot kaynaklarindan (amonyum siilfat,
amonyum nitrat) %0,5 oraninda eklendi (Tablo 10). Boylece en iyi enzim iiretimini saglayan
nitrojen kaynagi belirlenir. Ardindan optimum konsantrasyonu belirlemek igin %0,5; 1 ve 1,5

oranlarinda denenen tiim azot kaynaklarindan besi ortamina eklendi.

LB broth iceren tiipe stok kiiltiirden inokiile edildi ve bir gece inkiibe edildi. Gecelik
kiiltiiriin absorbansi 600 nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlandi. 1 L’lik erlene pH’1 6,50 olan
200 mL enzim tiretim ortam1 %1 oraninda inokiile edildi. Kiiltiir, 150 rpm hizda ¢alkalamali
olarak 55 °C’de ve 24 saat boyunca inkiibe edildi Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz

aktivitesi ve hiicre yogunlugu (ODsoo) spektrofotometrik olarak tayin edildi.
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Tablo 10. Azot kaynag1 denemelerinde kullanilan besi ortam1

Kimyasal madde Miktari

Zeytin yagi (geleneksel) %0,5

Azot kaynag1 %0,5

NaCl %1

Arabic gum %0,5
pH 6,50

121 °C’ de 15 dakika sterilizasyon

Fermentasyon kosullarmin optimum oldugu karbon ve azot kaynaklar1 oranlari ile
birlikte belirlenir. Bundan sonra yapilan tim denemelerde maksimum enzim iretimi elde

etmek i¢in bu ortam kullanilmustir.

3.5.5. Inkiibasyon Siiresinin Lipaz Uretimi Uzerine EtKisi

Inkiibasyon siiresinin enzim iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla HBB180
susu belirlenen optimum kosullarda (pH 6,50 ve 55 °C) 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak bir
giin boyunca gelistirildi. Her 3 saatte bir kiiltirden 6rnek alindi. Spektrofotometri cihazi ile

enzim aktivitesi 6l¢iildii ardindan voliim aktivitesi hesaplandi ve grafigi ¢izildi.

3.5.6. Lipaz Uretimi Uzerine Lipazin Lokalizayonu

HBB180 susu belirlenen optimum kosullarda (pH 6,50 ve 55 °C) 150 rpm hizda
calkalamali olarak 12 saat gelistirildi. Sigma-3K30 cihazi ile 20.000xg’de +4 °C’de 20 dakika
santrifiijlendi. Siipernatant (S1) hiicre dis1 fraksiyon olarak ayrildi, pellet (P1) ise ultra saf su
ile iki kez yikandi. Son olarak hiicre fraksiyonu ayni hacimde + 4 °C ve pH 8,50 de hazirlanan
20 mM Tris-HCI tamponu ile ¢oziildi. Hiicre faksiyonunun bir kismi aktivite tayini igin
ayrildi, geri kalani BANDELIN SONOPULS-HD2200 marka sonikator ile buzlu ortamda
%40 giicte, 4 dongiide 10 dakika sonike edildi. Ardindan hiicre i¢i fraksiyonu elde etmek igin
20.000 x g’de +4 °C’de 20 dakika santrifiijlendi. Boylece Siipernatant (S2) ayrildiktan sonra
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kalan pellet (P2) membrana bagl aktivite tayinini elde etmek i¢in iki kez ultra saf suda yikand1

ve sonra ayni hacimdeki Tris-HCI tamponunda ¢oziildii.

Kuruyan ornekler ateste 3 kere fikse edildikten sonra metilen mavisi ile boyanarak 2
dakika bekletildikten sonra sudan gegirilip dik bir sekilde kurumasi beklenir. Mikroskopla
bakildiginda 20.dakikada hiicreler par¢alanmis olarak goriildi.

3.6. Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipazinin Karakterizasyonu

3.6.1. Enzim aktivitesi iizerine pH’ nmin etkKisi

pH’nin enzim aktivitesi tizerine etkisini belirlemek i¢in 50°C deki sicak su
banyosunda (Poly science 911, USA) pH 4,00-10,00 arasindaki degerlerde 0.5 birim
araliklarla tampon ¢6zeltiler hazirlandi. Mcllvaine (sitrik asit-Na2zHPO4) tamponunu pH 4,00-
7,00 igin, Tris-HCI tamponunu pH 7,50-8,50 i¢in ve Glisin-NaOH tamponunu ise pH 9,00-
10,00 arasinda yapilacak denemeler i¢in hazirlandi. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak
olgtildii. pNPL nin farkli pH’lardaki molar absorbans katsayilar1 kullanilarak hesaplamalar

yapilmistir (Tablo 11).
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Tablo 11. pNP’ iin farkli pH’ lardaki molar absorbans katsayilar1 (Bakir, 2016)

pH Molar Absorbans Katsayis1 (MM
1cm-1)
5,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- 0,2
NazHPO4)
5,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- 0,58
NazHPO4)
6,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- 1,57
Na;HPOy,)
6,50 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- 4,57
Na;HPOy)
7,00 (Mcllvaine tamponu- Sitrik asit- 8,71
Na:HPOy)
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;HPO4-NaOH)) 18,14
11,50 (Fosfat Tamponu-Na;HPO4-NaOH)) 18,42
11,90 (Fosfat Tamponu-Na;HPO4-NaOH)) 18,49
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3.6.2. Sicakligin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi tizerine etkisini belirlemek igin pH 8,50’da hazirlanan Tris-
HCI tamponlari, 10-75 °C arasindaki sicakliklarda ayarlanarak kullanildi. Enzim aktivitesi,
standart deney kosullarinda spektrofotometrik olarak tek degiskenin sicaklik parametresi
oldugu denemeler ile tayin edildi.

3.7. Verilerin degerlendirilmesi

Tiim denemeler tg tekrarli olarak yapildi. Gruplar arasindaki farki anlamak ve bu
farkin hangi gruptan kaynaklandiginin belirleyebilmek icin ANOVA Post hoc testlerinden
Tukey ve Duncan Testi yapildi (IBM SPSS version 25).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Enzimler, hiicre iginde biyokimyasal reaksiyonlar1 Kkatalize eden, kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran, gerekli olmadikga yan iiriin vermeyen, reaksiyonunu dengesine etki
etmeyen, yapisi bozulmadan reaksiyondan ¢ikan protein yapida molekiillerdir. Enzimlerin
cesitli kimyasal islemlerde ve endiistriyel birgok uygulamada kullanilmasi enzimolojiye olan
ilgiyi artirmistir (Pliego vd., 2015). Giinliik yagsamda kullanilan enzimler daha ¢ok; ekmek,
maya, kimiz, boza gibi besinlerde kullanilmaktadir (Hammamchi, 2014). Enzimlerin taninma
asamalarinda 1930 yillarinda 80 farkli enzim bilinmekteyken, giiniimiizde ise 2500 civari
enzimin bilinmektedir ve heniiz tespit edilmemis birgok enzimin oldugu disiiniilmektedir
(Punekar, 2018).

Lipitler; diinyadaki biomasinin énemli bir kismini olusturmaktadir. Lipolitik enzimler
ise suda ¢6ziinmeyen bilesiklerin doniisiimiinde 6nemli rol oynar. Lipazlar (triagilgliserol
ester hidrolaz, EC 3.1.1.3), yag-su arayiiziinde, serbest yag asitleri ve gliserol olusturmak
tizere triacilgliserollerin ester baglarinin hidrolizini katalizleyen lipolitik karboksilester
hidrolazlardir. Lipazlarin esnek protein yapilar1 sayesinde transesterifikasyon (asidoliz ve
alkoliz gibi), interesterifikasyon, hidroliz ve aminoliz reaksiyonlarinida gergeklestirebilirler.
Ileri hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 reaksiyon karsimmin su aktivitesi ile kontrol edilir
(Hasan vd., 2006; Ay vd., 2011).

Lipazlar bir¢ok endiistriyel alanda kullanilan en 6nemli enzimlerden biridir. Lipazlar;
regioselektiflik, kiral segicilik ve substrat 6zgiilligii gibi 6zellikleri ile endiistride 6nemli bir
yere sahiptirler. Endiistriyel uygulamalar stirekli bir gelisim iginde oldugu ve bu
uygulamalarda enzimin farkli spesifik 6zelliklerini gerektirebileceginden, yeni ozelliklere
sahip enzimler her zaman talep gormektedir. Bu talebin karsilanmasinda da yeni lipaz
kaynaklarinin bulunmasi i¢in giderek artan bir ilgi mevcuttur. (Ertugrul vd., 2007; Hasan vd.,
2006; Konarzycka vd., 2006).

Lipaz iireten ¢esitli mikroorganizmalar, bitkisel yag isleme fabrikalari, yagla kirlenmis
sular ve topraklar, endiistriyel atiklarin oldugu bdlgeler ve mandiralar gibi habitatlarda
bulunurlar. Bununla beraber, 6zellikle yiiksek sicaklarda ve gesitli ekstrem kosullarda
yasayan mikroorganizmalar tarafindan tretilen lipazlar, gesitli endiistriyel kosullarda daha

stabil olmalarindan dolayi tercih edilmektedirler. Ayrica, termofilik bakterilerden elde edilen
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enzimler gesitli islem ve saklama kosullar1 altinda da daha yiiksek stabiliteye sahiptir. Son
yillarda lipaz tiretiminin optimizasyonuna yonelik ¢alismalar da ¢ogalmistir. Lipaz tiretimi
optimizasyonu, izolata, biiyiime ortaminin bilesimine, , pH ve sicaklik gibi inkiibasyon
kosullarina, karbon ve azot kaynaklari gibi besin faktorlerine gore degismekte ve bu
faktorlerin optimizasyonu sayesinde lipaz tiretiminde ciddi artis olabilmektedir (Treichel vd.,
2010).

Unlu mamiillerde aroma gelistirme Ve iiriiniin raf dmriiniin uzatilmasi, mesrubatlarda
aroma gelistirme, kozmetik tiriinler ve nemlendirici maddeler, siit yaginin hidrolizi, peynir
aromasinin artirilmasi, peynir olgunlasmasinin hizlandirilmasi, peynir benzeri iriinlerin
imalat1 ve kaymak hidrolizi islemleri, kati-sivi yaglarda transesterifikasyonu, et ve balik
tirlinlerinde yagin uzaklastirilmasi, kagit trtinlerinde kagit hidrolizi gibi alanlarda lipaz

enziminin kullanimi olduk¢a 6nemlidir.

Bu c¢alismada kullanilan mikroorganizma olan Anoxybacillus sp. HBB180
laboratuvarinda daha onceden izole edilmis stok kiiltiirlerden saglanmistir. Kantitatif lipaz
aktivite tayini substrat olarak p-NPL (p-nitrofenil laurat) kullanilmis ve spektrofotometrik
olarak tayin edilmistir. Lipaz iirettigi daha 6nceden saptanmis Anoxybacillus sp. HBB180
izolatindan lipaz iiretimini arttirmak amaciyla optimum kosullar arastirtlmistir. Bunun igin,
fermantasyon kosullarinda degisiklikler yapilmistir. Bunlar inkiibasyon siiresi ve sicakligi,
besiyeri pH’s1, yag kaynagi, yag orani, organik ve inorganik azot kaynaklari1 optimize edilerek

yapilmistir.

4.1. Data analizi

HBB180 nolu izolatin 16S rRNA gen bdlgesi PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilarak NCBI
database kullanilarak elde edilen hizalanmasi sonucunda en fazla oranda (%95.07) ile
Anoxybacillus kaynarcensis strain D1021 tiirii ile benzerlik gosterdi. NCBI filogenetik agaci
kullanilarak blastlama sonucu %95 iizerinde benzerlik gosteren 10 sus ile filogenetik agac
cizilmistir (Sekil 6).

Query 5 GCTGGGCGGCGTGCCTA-TACATGC-AGTCGAGCGGACGATTCAAAAGCTTGCTTTTGAA 62
Sbjct 33 GCT-GGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACGATTCAAAAGCTTGCTTTTGAA 91
Query 63 TCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACA 122
Sbjct 92 TCGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCCTGTAGACGGGGATAACA 151
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Query 123 CCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCGCATGATCTTTCGTTGAAAGG 182
Sbjct 152 CCGAGAAATCGGTGCTAATACCGGATAATACGAAAGGTCGCATGATGTTTCGTTGAAAGA 211
Query 183 CGGCGCAAGCTGTCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG 242
Sbjct 212 CGGCGCAAGCTGCCGCTACAGGATGGGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACG 271
Query 243 GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 302
Sbjct 272 GCTCACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGA 331
Query 303 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT 362
Sbjct 332 GACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGT 391
Query 363 CTGACGGAGGCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTA 422
Sbjct 392 CTGACGGA-GCAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCCTTCGGGTCGTAAAGCTCTGTTGTTA 450
Query 423 GGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCAC 482
Sbjct 451 GGGAAGAACAAGTAACGTAGTAACTGGCGTTACTGTGACGGTACCTAACGAGAAAGCCAC 510
Query 483 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT 542
Sbjct 511 GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTAT 570
Query 543 TGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC 602
Sbjct 571 TGGGGGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTCCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC 630
Query603 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGCGGGAATTCCACG 662
Sbjct 631 GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT-GGAATTCCACG 689
Query 663 TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGGCGAT-GCGGCTCTCTGG 721
Sbjct 690 TGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGG-CGAAGGCGGCTCTCTGG 748
Query 722 TCTGTAACTGACGCTGA-GCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGGT 780
Sbjct 749 TCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGG-T 807
Query 781 AGTCCCCCGCCGT-AACGATGAGTGCTA-GTGTTTAGGAGGGTATCCCACCCCTTTAGTG 838
Sbjct 808 AGTCCAC-GCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTT-AG-AGGGTATCC-ACCC-TTTAGTG 862
Query 839 CTGGTAGCCTAACGCCATTAAGCAACTTCCGCCCTGGGGGAGTTACGCCTCCGCA-GAGT 897
Sbjct 863 CTG-TAGC-TAACGC-ATTAAGCA-CT-CCGCC-TGGGG-AGT-ACGC-TC-GCAAGAGT 912

Query 898 TGCAAACTTCAGACGGATTTGACGGCGTCCCGTCACAGGCG-TGCGA-CATGTG 949

Sbjct 913 -G-AAACT-CAAA-GGAATTGACGGGGGCCCG-CACAAGCGGTG-GAGCATGTG 960
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80 nolu izolat

9 Anoxybacillus kaynarcensis strain D1021 168 ribosomal RNA, partial sequence

Anoxybacillus kamchatkensis subsp. asaccharedens strain KG8 168 ribosontal RNA, ...

[Flavobacterium] thermophilum strain G-21 168 ribosomal RNA, partial sequence

Anoxybacillus kamchatkensis strain JW/VK-KG4 168 ribosomal RNA, partial seq...

Anoxybacillus thermarum strain AF/04 168 ribosomal RNA, partial sequence

Anoxybacillus thermarum strain DSM 17141 168 ribosomal RNA, partial sequence

Anoxybacillus tengchongensis strain T-11 168 ribosomal RNA, partial sequence

Anoxybacillus flavithermus subsp. yunnanensis str. E13 168 ribosomal RNA, partial sequence
Anpxybacillus mongoliensis strain T4 168 ribosomal RNA, partial sequence

| 0.008 |

Anoxybacillus flavithermus subsp. flavithermus strain DSM 2641 168 ribosomal RNA, partial..

Sekil 6. HBB 180 izolatina ait filogenetik agac

4.2. Kiiltiir Kosullarimn Anoxybacillus Kaynarcensis Hbb 180 Lipaz Uretimi Uzerine
Etkisi

4.2.1. Baslangi¢c pH’min Lipaz Uretimi Uzerine EtKkisi

pH’nin lipaz tiretimi tizerine etkisini belirlemek i¢in HBB180 pH 4,00-10,50 arasinda
24 saat inkiibe edilmistir. HBB180, en yiiksek enzim aktivitesi (11.01 U/mL) pH 6,50°da elde
edildi (Tablo 12, Sekil 7). Ortam pH’1 7,00 ve 7,50 degerlerinde ise maksimum degere
oldukga yakin olup, aralarindaki farkin istatistik olarak 6nemsiz oldugu saptandi. Bu durum,
enzim iretimi i¢in ortaminin baslangi¢ pH’sin1 pH 6,50-7,50 arasinda kullanilabilecegini
gostermektedir. HBB180 pH 6,00 nin altinda ve pH 8,50 {izerinde ¢ok az gelisim gostermistir.
pH 6,00 (ODe00:0,229) ve 8,50°da (ODs00:1,065) gelisimin ¢ok zayif oldugu goriilmiistiir.
Ortam pH’indaki ufak farklarin bile bakteri gelisimini ve enzim dretimini etkiledigi
bilinmektedir. Bizim sonuglarimiza benzer olarak Anoxybacillus flavithermus HBB134 ile
yapilan ¢alismada optimum pH 6,50 bulunmustur (Bakir.,2016). Anoxybacillus
vitaminiphilus lipazi ile yapilan ¢alismada optimum pH 7,00 — 7,50 arasinda bulunmustur
(Zhang vd., 2013). Anoxybacillus lipazi ile yapilan diger bir ¢aligmada ise, en uygun pH
degeri 8,30 olarak belirtilmistir (Sahoo vd., 2020).

Lipaz iiretimine tizerine baslangic pH'in etkisi ile ilgili diger tiirlerle yapilan
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calismalarda ise P. fluorescens HU380 (Kojima vd., 2003), Burkholderia sp. (Liu vd.,2006),
Serratia marcescens ECU1010 (L.-L. Zhao vd., 2008), Staphylococcus sp. LP12 (Pogaku vd.,
2010), Bacillus sp LBN 2 (Bora, 2012), Aneurinibacillus thermoaerophilus (Masomian vd.,
2013), P. aeruginosa (Bisht vd., 2013), Staphylococcus sp. (Daoud vd., 2013), P. gessardi
(Veerapagu vd., 2013), Bacillus sp. (Larbidaouadi vd.,2015), S. hominis (Behera vd., 2019),
Bacillus licheniformis A7 (Tuysuz vd.,2019), Aeromonas veronii (Oztiirk vd.,2019) ve
Bacillus sp. susu VITL8 (Balaji vd.,2020) en yiiksek lipaz tiretimi pH 4,50-9,50 arasinda

bulunmustur.

Funguslar tizerine yapilan ¢alismalarda ise Aspergillus carneus (Saxena vd., 2003),
Aspergillus sp. (Cihangir vd., 2004), Mucor hiemalis (Ulker vd., 2012), Aspergillus niger
(Larbidaouadi vd., 2015), Aspergillus niger (El-Batal vd., 2016) ve Aspergillus niger
(Bharathi vd., 2019) en yiiksek lipaz iiretimi pH 5,50-9,00 arasinda bulunmustur.

Tablo 12. Baslangi¢ pH’nin Lipaz tiretim ortamu tizerine etkisi

pH ODs0o X Voliim Aktivite X
(U/mL)
(ORT.£S.H)
4,00 0,019 + 0,002 - 0 -
4,50 0,026 = 0,001 - 0 -
5,00 0,041 +0,001 - 0 -
5,50 0,100 £+ 0,009 - 0 -
6,00 0,229 £ 0.011 b 1,232 + 0,890 b
6,50 1,446 + 0,066 a 11,014 + 0,368 a
7,00 1,507 + 0,029 a 10,344 + 0,207 a
7,50 1,570 + 0,035 a 9,704 + 0,525 a
8,00 1,510 + 0,004 a 8,706 + 0,228 b
8,50 1,065 + 0,001 b 2,548 +0,652 b
9,00 0,004 £ 0,001 - 0 -

ORT.: Her veri ¢ tekrarin ortalamasidir.
S.S.: Standart sapma.
X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en yiiksek aktivite gosteren ortam

arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p < 0,05)
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Sekil 7. Baslangi¢ pH’1nin Lipaz tiretim ortami lizerine etkKisi

4.2.2. inkiibasyon Sicakhigmin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Lipaz tiretimi {lizerine inkiibasyon sicakliginin etkisine 30-80 °C arasinda denemeler
yapildi. Sicaklik artigi ile parelel olarak lipaz tiretimi 40 °C de basladigr (4,274 U/mL)
belirlendi. 55 °C’de ise en yiiksek degere ulastigi1 (17,884 U/mL) goriildii (Tablo 14, Sekil 8).
Enzim tiretimi 40°C’inin altinda ve 75 °C iizerinde saptanamamustir. Bu sicakliklarda bakteri
gelisimi ise ¢ok az gozlemlenmistir. 60-65 °C arasinda bakteri gelisimi iyi olmasina ragmen
enzim tretimde istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis olmustur. Bu diislis enzimin bu
sicakliklarda stabilitesinin az olmasi ile agiklanabilir. Anoxybacillus kaynarcensis HBB

180’in 45-65°C arasinda ¢ok iyi gelisim gostermesi bu tiiriin termofil oldugunu gosterir.

Lipaz iretimi igin optimum sicaklik kavrami organizmadan organizmaya
degistmektedir. Fermantasyon ortaminda organizmanin iiremesini Ve gelismesini dogrudan
etkilediginden ortam sicakliginin lipaz iretimi iizerinde onemli bir etkisinin oldugu

belirtilmektedir.

pH'in Acinetobacter sp'den lipaz iiretimi igin proses optimizasyonunda onemli bir
etkiye sahip olmadigini ancak sicakligin 6nemli bir faktér oldugunu bulmustur (Khoramnia
vd., 2011). Sahoo’nun 2020 yilindaki Anoxybacillus lipazinin arastirildigi ¢alismada tim
degiskenler arasinda, sicakligin diger degiskenlerle onemli Ol¢iide etkilesimli oldugu

bulunmustur (Sahoo vd., 2020).
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Bizim sonuglarimiza benzer olarak Anoxybacillus vitaminiphilus lipaz ile yapilan bir
calismada iiretim ortami gerekli sicakligr 38—66 °C'de (optimum 57—60 ° C) bulunmustur.
Anoxybacillus lipazi ile yapilan diger bir ¢alismada ise, en uygun sicaklik degeri ise 47° C
olarak belirtilmistir (Sahoo vd., 2020). Anoxybacillus sp. PDF1 susunun karboksiesteraz
enziminin arastirildig1 ¢alismada 60-65°C bir sicaklikta ¢alistigi tespit edilmis ve endiistri igin
Iyi bir optimum sicakliga sahip oldugu diistiniilmiistir (Ay vd., 2011). Anoxybacillus
flavithermus HBB 134’ten lipaz iiretimi {izerine sicakligin etkisi arastirildiginda, en iyi
gelisim 50 °C’de elde edilmistir (Bakir, 2016). Yapilan diger ¢alismalarda bazi bakterilerin

lipaz tiretimi tizerine sicakligin etkisi ile ilgili veriler Tablo 13’de 6zetlenmistir.

Tablo 13. Bazi bakterilerde lipaz tiretimi iizerine sicakligin etkisi

Tiirler Optimum sicakhk Referans

)
Aeromonas veronii 30 Oztiirk vd., 2019
Aeromonas veronii EK-2 izolati 30 Oztiirk vd., 2019
Serratia marcescens ECU1010 susu 30 L.-L. Zhao vd., 2008
Staphylococcus hominis 30 Behera vd.,2019
Pseudomonas aeruginosa 35 Bisht vd., 2013
Bacillus sp. susu VITLS8 37 Balaji vd.,2020
Pseudomonas gessardi 37 Veerapagu vd., 2013
Bacillus sp. 40 Larbidaouadi vd.2015
Geobacillus sp. TW1’in lipaz1 40 Li vd., 2005
Staphylococcus sp. 45 Daoud vd.,2013
Staphylococcus sp. LP12 susu 45 Pogaku vd.,2010
Pseudomonas fluorescens HU380 45 Kojima vd., 2003
susu
Bacillus sp. LBN 2 50 Bora, 2012
Geobacillus stearothermophilus JC 55 Jiang vd., 2009
Burkholderia sp. 55 Liu vd., 2006
Bacillus licheniformis A7 55 Tuysuz vd.,2019
Thermus thermophilus 60 Dominguez vd.,2005
Aneurinibacillus thermoaerophilus 60 Masomian vd.,2013
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Funguslar tizerine yapilan ¢alismalarda ise Aspergillus carneus (Saxenaet vd., 2003),
Aspergillus sp. (Cihangir vd., 2004), Mucor hiemalis (Ulker vd., 2012), Aspergillus niger
(Larbidaouadi vd., 2015), Aspergillus niger (El-Batal vd., 2016) ve Aspergillus niger
(Bharathi vd., 2019) en yiiksek lipaz tiretim ortami sicakligi 24-40° C arasinda bulunmustur.

Tablo 14. Lipaz iiretimi tizerine inkiibasyon sicakliginin etkKisi

Sicaklik (°C) ODgoo X Voliim Aktivite (U/mL) X
(ORT.£S.5)
35 0.017 +0.003 - 0 -
40 1.300 + 0.004 b 4.274 £ 0.484 b
45 2.047 £ 0.023 b 9.574 + 0.887 b
50 2.125+0.008 b 13.598 + 3.087 a
55 2.632 +0.025 b 17.884 + 0.024 a
60 4.000 + 0.000 a 9.618 £ 0.272 b
65 2.181+0.016 b 3.956 + 0.186 b
70 2.003 £ 0.003 b 1.99 £ 0.102 b
75 0.007 + 0.003 - 0 -

ORT. : Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.S. : Standart sapma.
X: Aymi siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en yiiksek aktivite gosteren ortam

arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (p < 0,05)
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Sekil 8. inkiibasyon Sicakliginin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi
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4.2.3. Karbon Kaynaginin Lipaz Uretimi Uzerine EtkKisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarinin bakteri iireme ve lipaz enzim iiretimi
tizerine etkilerini belirlemek amaciyla %0,1, %0,5 ve %1 final konsantrasyonlarinda 15 farkli
karbon kaynagi (ticari ve analitik saflikta) kullanildi. LB broth ortami ve %0,5 g gum arabicli
LB broth ortami kontrol amaci ile kullanildi.

Yaglarin etkisi organizmadan organizmaya degisir ve lipolitik enzim iretimini
artirdiklari bilinmektedir. Denenen analitik safliktaki yaglar igerisinde sadece bakteri gelisimi
keten tohumu yaginin %0,1 ve 0,5 konsantrasyonlarinda azalma oldu. Diger tiim yaglarin
farkli konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisimi kontrole gore artmis oldugu goriilmektedir
(Tablo 15, Sekil 9).

Keten tohumu yaginin %0,1 ve 0,5 konsantrasyonlarda bakteri gelisimine paralel
olarak enzim iiretimini de azalttig1 goriildii. Sadece %1°lik konsantrasyonda enzim {iretimi ve
bakteri gelisimi bakimindan kontrolle aralarindaki farkin istatistiksel olarak énemsiz oldugu
belirlendi. Calismamiza benzer olarak Anoxybacillus flavithermus HBB 134 ile yapilan
calismada da keten tohumu yag1 bakteri gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir (Bakir, 2016).

Triolein %0,1’lik konsatrasyonunda kontrole yakin bakteri gelisimi goriilmiis fakat
enzim tretimi yaklagik %50 artis gosterdi. Trioleinin diger yiiksek konsantrasyonlarinda ise

enzim iiretimi kontrole gore istatiksel olarak farkli bulunmadi.

Badem, musir ve pamuk yaglarinin sadece %0,5’lik konsantrasyonunda enzim iiretimi
kontrole gore yaklasik olarak 1,75-2,21 katlik artis sagladigi ve bu konsantrasyondaki enzim
tiretimi kontrole gore istatiksel olarak 6nemli oldugu bulundu. Diger konsatrasyonlardaki

enzim iiretimi ise kontrole gore istatiksel olarak aralarindaki fark 6nemsiz bulundu.

Soya yagmin denenen tiim konsatrasyonlarinda enzim fiiretimi ¢ok azda olsa artis

gostermis olmasina ragmen kontrole gére aralarindaki istatiksel fark 6nemsiz bulundu.

Zeytinyagi denenen tiim konsantrasyonlarinda enzim iiretimini yaklasik olarak 2,05-
2,76 kat artirdig1 goriildii. Tiim konsatrasyonlardaki enzim tiretimi ise kontrole gore istatiksel
olarak aralarindaki fark 6nemli bulundu. Analitik safliktaki yaglarin arasinda lipaz tiretiminde
en etkili olan kaynak %0,5 zeytinyagi (22,824 U/mL) olarak saptandi (Tablo 15, Sekil 9).

Ticari yaglar ile yapilan denemelerde aygicek, findik, misir, pamuk yaglarinin ve

peynir alti suyunun tiim konsantrasyonlarinda enzim tiretimi kontrole gére yaklasik olarak
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1,50-2,40 katlik artis saglad1 ve enzim tiretimi kontrole gore istatiksel olarak 6nemli oldugu
bulundu. Peynir alt1 suyu tiim konsantrasyonlarinda bakteri gelisiminde kontrole benzer

sonuglar elde edilmistir.

Zeytinyag1 denenen tiim konsantrasyonlarinda enzim tiretimini yaklasik olarak 1,50-
3,32 kat artirdig1 goriildii. Tiim konsatrasyonlardaki enzim tiretimi, kontrole gore istatiksel
olarak aralarindaki fark onemli bulundu. Analitik safliktaki yaglarda oldugu gibi ticari
yaglarin arasinda da lipaz iiretiminde en etkili olan karbon kaynagi %0,5 zeytinyagi olarak
saptandi. Boylece lipaz tiretimi igin en iyi indiikleyici olarak zeytinyagi (27,246 U/mL) segildi
(Tablo 16- Sekil 10). Denenen tiim yaglar icerisinde ticari zeytinyaginin ucuz olmasi

nedeniyle lipaz iiretiminin optimizasyonunda karbon kaynagi olarak kullanildi.

Calismamizda kullandigimiz ticari yaglarin genel anlamda enzim iiretimini artirdiklari
goriildi. Denenen ticari yaglar igerisinde sadece zeytin atik suyu (2'li faz) %1,5 ve zeytin atik
suyu (3'li faz) %1 ve %1,5 konsantrasyonlarda bakteri gelisimini inhibe etti. Zeytin atik
suyunun bilesiminde bulunan farkli organik molekiillerin enzim {iretimi ve bakteri gelisimini
inhibisyonuna neden olmus olabilir. Zeytinyag: iiretim atiksulari, su (%83-92), organik
madde (%4-16) ve mineral tuzlardan (%1-2) olusan kotii kokulu asidik atiksulardir. Organik
madde; sekerler, azotlu bilesikler, yag asitleri, polialkoller, polifenoller, pektin ve yaglardan
olusmaktadir. Zeytin atik suyunda enzim iiretiminde 2’1i fazda %1°lik derisimde kademeli
artis gozlendigi i¢in %1,5’lik konsantrasyonda denenmistir ancak bu derisimde bakteri
gelisimi gozlenmemistir. Diger tiim yaglarin farkli konsantrasyonlarinda ise bakteri gelisimi

kontrole gére artmis oldugu goriilmektedir (Tablo 16, Sekil 10).

Ticari yaglar arasinda geleneksel iiretim zeytinyagindan sonra enzim aktivitesini en
fazla artiran zeytin atik suyu 2’li faz %1 (17,682 U/mL) ve pamuk yagi %0,5’1ik (17,550
U/mL) konsantrasyonlaridir. Zeytin attk suyu 2’li faz %15 disindaki tiim
konsantrasyonlarinda enzim iiretimini yaklasik olarak 1,86-2,41 kat artirdig1 goriildii. Zeytin
atik suyu 2’1i faz %1,5 disindaki tiim konsatrasyonlardaki enzim iiretimi ise kontrole gore
istatiksel olarak aralarindaki fark nemli bulundu. Zeytin atik suyu 3’1ii fazda bakteri gelisimi
gozlenen %0,1 ve 0,5’lik konsantrasyonlarinda enzim {iretimini sirasiyla yaklasik 1,51 ve
1,99 kat artirdigi gozlendi. Zeytin atik sulart ¢evreye zarar veren Kirlilik yoni
diisiniildiigiinde enzim {retimini arittiran karbon kaynagi olarak kullanimimin miimkiin

olabilecegini diigiinmekteyiz.
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Yaglar genel olarak lipolitik enzim tiretimini artirmaktadir. Zeytinyagi, lipaz tiretimi
icin en ¢ok kullanilan substrattir ¢linkii sadece lipaz iiretimi i¢in bir indiikleyici olarak degil,
ayn1 zamanda mikroorganizmanin biiyiimesi igin karbon kaynagi olarak da gorev yaptigi
belirtilmistir  (Kumar vd., 2016). Genellikle indiikleyicisi olarak yag, trigliseritler, yag

asitleri, aralar, safra tuzlar1 ve gliserol gibi lipid kaynaklarinin varligini gerektirir.

Bizim ¢alismamiza benzer olarak Aspergillus niger ve Bacillus coagulans'in sadece
zeytinyag1 varliginda en yiiksek lipaz verimini tirettigi de gosterilmistir (Prasad vd., 2011).
Pseudomonas aeruginosa ‘dan lipaz iiretiminin arastirilmasi i¢in denenen karbon kaynaklari
arasindan en uygun kaynak zeytinyagi olarak bulunmustur. Lipaz iireten mikroorganizmanin
izolasyonu igin yag iceren ortamin daha iyi bir ortam sagladigi rapor edilmistir. Kiiltiir
ortaminda glikoz varliginin, zeytinyagina kiyasla lipaz tiretimini baskiladig1 da bildirilmistir
(Mobarak-Qamsari  vd., 2011). Pseudomonas aeuriginosa’dan lipaz retimini
tetikleyebilecek Tween20, Tween80, Zeytinyagi, glikoz ve friiktoz gibi farkli karbon
kaynaklar1 kullanilmistir. En yiiksek lipaz aktivitesine sahip ortamlar sirasiyla zeytinyagi,
Tween 80, Tween 20, frikktoz ve glikoz olarak bulunmustur (llesanmi vd., 2020). Bacillus
sp. ile yapilan ¢aligmada karbon kaynag olarak zeytinyagi, hindistancevizi yagi, hint yagi,
yer fistig1 yagi, hurma yagi ve aygicek yagi gibi farkli yaglar kullanilmigtir. En yiiksek lipaz
tiretimi sirasiyla zeytinyagi, aygicek yagi, yer fistigi yagi, hint yagi, hindistan cevizi yag: ve
hurma yaginda elde edilmistir (Balaji vd., 2020). Exiguobacterium sp. BBXS-7 ile yapilan
caligmada enzim aktivitesini en ¢ok artiran karbon kaynagi zeytinyagi bulunmustur (Ali,
2015). Bacillus coagulans ile yapilan calisgmada kaynak zeytinyagidir (Alkan, 2007).
Anoxybacillus flavithermus ile yapilan ¢calismada en iyi lipaz tiretimi %0,5 zeytinyagi igeren
besi ortaminda ger¢eklesmistir. Bunu %0,1 triolein igeren ortam izlemektedir (Bakir, 2017).
Bacillus licheniformis lipaz aktivitesini en fazla aritiran karbon kaynag: olarak zeytinyagi
kullanilmustir (Sahoo vd., 2018). Anoxybacillus tarafindan iiretilen lipazin arastirildigi 2020
yilindaki ¢alismasinda da kaynak zeytinyagidir  (Sahoo vd., 2020). Geobacillus
thermoleovorans tarafindan termostabil lipaz tiretiminin optimizasyonunu arastiran ¢alismada

en uygun kaynak olarak zeytinyagi bildirilmistir (Abdel-Fattah, 2002).

Bizim galismamizdan farkli olarak Aspergillus carneus tarafindan lipaz {iretimini
artirmak i¢in ortam bilesenlerinin ve biiyiime kosullarinin optimizasyonunun arastirildigi
Kaushik tarafindan yapilan ¢alismada glikoz optimum karbon kaynag: olarak bulunmustur
(Kaushik vd., 2006). Balaji’nin ¢alismasinda karbon kaynaklari olarak sekerlerin lipaz tiretimi

tizerine etkileri incelenmistir. Glikoz en yiiksek lipaz tiretimiyle en iyi karbon kaynagi olarak
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bulunmus, bunu siikroz ve fruktoz izlemistir. Ote yandan, nisasta, mannoz ve galaktoz, daha
diisiik lipaz iretimiyle sonug¢lanmistir (Balaji vd., 2020). Penicillium camembertii Thom PG-
3’ten lipazinin optimizasyonu denemelerinde karbon kaynagi olarak en iyi aktiviteyi
artiranlarin laktoz ve mannitol oldugunu bildirmislerdir  (Tan vd., 2004). Bacillus
thuringiensis (TS11BP)’den en iyi lipaz iiretimini i¢in karbon kaynagmi dextroz olarak
saptamistir (Duza ve Mastan, 2014). Bacillus subtilis PCSIRNL-39’un lipaz iiretiminde en
Iyi karbon kaynagi olarak sukrozu saptamistirlar (Mazhar vd., 2017). Bacillus coagulans
BTS-3 lipazi ile yapilan ¢alismada maximum enzim aktivitesinin misir yagi igeren ortamda
elde edildigi, rafine hardal yaginin takip ettigi bildirilmistir (Kumar vd., 2005). Bacillus
sp.’den lipaz iiretiminde en iyi lipolitik aktiviteyi triolein igeren ortamda elde etmislerdir
(Ertugrul et al., 2007). Fusarium solani’den en iyi lipolitik aktiviteyi susam yagi ve triolein
igeren ortamda saptamislardir (Maia vd., 2001). Aeromonas veronii ile yapilan ¢alismada
lipaz enziminin optimizasyonu ve karakterizasyonu isimli ¢alismada en uygun karbon

kaynag olarak %1 hindistan cevizi yag: belirlenmistir. (Oztiirk vd.,2019)

Lipaz aktivitesi i¢in ana faktér karbon olmustur ¢iinkii lipazlar indiiklenebilir
enzimlerdir. Bu nedenle genel olarak yag gibi bir lipit kaynaginin veya triagilgliseroller, yag
asitleri, esterler, safra tuzlar1 ve gliserol gibi baska bir indiikleyici varliginda iiretilirler.
Bununla birlikte iiretim sekerler, polisakkaritler, peynir alti suyu ve diger karmasik kaynaklar

gibi karbon kaynaklarindan 6nemli 6lgtide etkilenirler (Lotti vd.,1998).

Enzim tiretim seviyesi, lipit karbon substratlarinin varliginda énemli 6l¢iide artmistir
ve bu tiir bilesikler tizerinde biiytime sirasinda hiicreye bir yag asidi karbon kaynagi saglamak
icin anahtar mekanizmay1 temsil eder. Enzim iretimi muhtemelen yag asidi esterleri
tarafindan indiiklenir, ¢linkii glikoz gibi lipid olmayan substratlarla gére enzim seviyesinde

onemli bir artigsa yol acan etkili indiikleyicidirler.

63



Tablo 15. Cesitli Karbon Kaynaklarinin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Yaglar ODsoo Voliim Aktivite (U/mL)
(ORT.+S.H)

Kontrol 1,571 8,274 + 0,900 a
Badem yag %0,1 1,945 7,944 + 0,804 a
Badem yag1 %60,5 2,039 14,562 + 0,183 b
Badem yag %1 2,010 10,194 + 0,387 a
Keten tohumu yag %0,1 1,189 2,124 + 0,737 a
Keten tohumu yag %0,5 1,351 1,560 + 0,161 a
Keten tohumu yag1 %1 1,564 7,776 + 0,686 a
Misir yagi %0,1 2,135 13,644 + 0,126 a
Masir yag1 %0,5 2,157 14,508 + 0,383 b
Maisir yagi %01 2,214 12,186 + 0,793 a
Pamuk yagi %00,1 2,901 12,354 + 0,091 a
Pamuk yagi %00,5 2,900 18,306 + 1,060 b
Pamuk yagi %1 2,197 12,924 + 0,130 a
Soya yag1 %0,1 2,515 8,802 + 0,144 a
Soya yag %0,5 2,033 11,622 + 0,085 a
Soya yag %1 2,181 10,332 + 0,599 a
Triolein 960,1 1,574 15,048 + 0,653 b
Triolein 90,5 2,008 8,238 + 0,306 a
Triolein %1 1,597 7,764 £ 0,146 a
Zeytin yag %0,10 2,002 16,998 + 0,181 b
Zeytin yag %0,50 2,039 22,824 + 0,656 b
Zeytin yag %1 2,121 19,266 + 0,721 b

ORT.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.S.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile kontrol arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)
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Tablo 16. Cesitli Ticari Yaglarin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Yaglar ODsoo Voliim Aktivite (U/mL) X
(ORT. £S.S.)
Kontrol 1,570 7,314 £ 0,07 a
Aygcicek yag1 %0,1 2,000 12,120 + 0,027 b
Aycicek yag1 %0,5 2,070 15,738 + 0,021 b
Aycicek yag1 %1 2,100 14,538 £ 0,075 b
Findik yag1 %0,1 1,795 10,956 + 0,128 b
Findik yag %0,5 1,810 14,178 £ 0,126 b
Findik yag1 %1 1,871 11,202 + 0,055 b
Misir yag %0,1 2,135 11,130+ 0,041 b
Misir yag1 %0,5 2,157 14,604 + 0,027 b
Misir yag1 %1 2,214 13,506 + 0,021 b
Pamuk yag1 %0,1 2,001 12,354 £ 0,091 b
Pamuk yag1 %0,5 2,039 17,550 + 0,141 b
Pamuk yag1 %1 2,100 12,906 + 0,147 b
Peynir alt1 suyu %0,1 1,574 12,948 + 0,027 b
Peynir alt1 suyu %0,5 1,576 15,378 + 0,055 b
Peynir alt1 suyu %1 1,580 13,338 £ 1,075 b
Zeytin atik suyu (2'li faz) %0,1 1,117 13,596 + 0,092 b
Zeytin atik suyu (2'li faz) %0,5 1,547 16,446 + 0,027 b
Zeytin atik suyu (2'li faz) %1 2,010 17,682 + 0,075 b
Zeytin atik suyu (2'li faz) %1,5 0 0 -
Zeytin atik suyu (3'lii faz) %0,1 1,691 11,070 + 0,036 b
Zeytin atik suyu (3'lii faz) %0,5 1,700 14574 +£ 0,116 b
Zeytin atik suyu (3'lii faz) %1 0 0 -
Zeytin atik suyu (3'lii faz) %1,5 0 0 -
Zeytin yad (geleneksel) 960,1 2,002 16,416 + 0,048 b
Zeytin yag (geleneksel) 960,5 2,100 27,246 + 0,110 b
Zeytin yag (geleneksel) %01 2,111 14,730 £ 0,145 b
Zeytin yagi (geleneksel) 9%01,5 2,115 11,028 + 0,045 b

ORT.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.S.: Standart sapma.

X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile kontrol arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p

<0,05)
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4.2.4. Azot Kaynaklarimn Lipaz Uretimi Uzerine EtKisi

Calismamizda enzim tiretimini optimize etmek igin ¢esitli azot kaynaklarinin etkisini
arastirmak i¢in LB ortamindaki yeast ekstrakt ve tripton cikarildi, bunlarin yerine gesitli

organik ve inorganik azot kaynaklarindan %0,5, 1 ve 1,5 oraninda eklenerek degerlendirildi.

Denenen inorganik azot kaynaklarinin (iire, amonyum stilfat, amonyum nitrat) bakteri

gelisimini artirdig1 fakat enzim iiretimini ayni oranda artiramadigi gozlendi.

Organik azot kaynaklar1 inorganik azot kaynaklarmna gére daha zengin bir igerige
sahiptir. Denenen organik azot kaynaklarindan enzim tiretimi pepton %0,5 ve Tripton %1
hari¢ kontrolden diisiik olarak saptandi. Enzim miktarint en ¢ok artiran azot kaynagi diger
calismalarin benzer olarak %0,5 pepton (12,978 U/mL) bulundu (Tablo 17, Sekil 11). Yeast
ekstrakt %0,5°lik derisimi ile (11,646 U/mL), %1°lik derisimi (11,268 U/mL) ve Tripton %1

(12,126 U/mL) igeren 6rneklerin kontrole yakin sonuglar verdigi gortildii.

Denenen organik ve inorganik azot kaynaklar1 arasinda pepton 9%0,5’1ik
konsantrasyonu ile maximum enzim iiretimi saglayan azot kaynagi olarak saptanmistir. Bu
etkinin sebebi, NHs * iyonlarinin peptondan salinmasi ve diisikk konsantrasyonda proteaz
inhibe edici o6zelliginden dolayr biiylimeyi uyaran ve aynmi zamanda enzim verimini
arttirmasidir. Azot kaynaklari tiim enzimlerin sentezlenmesinde 6nemli bir role sahiptir.
Ciinkii hiicre metabolizmasi1 ve enzim sentezi igin gerekli olan pek c¢ok hiicre biiylime
faktorleri ve amino asitleri organik azot kaynaklari saglamaktadir. inorganik azot kaynaklari
ise kaynaklar1 hizli bir sekilde kullanir. Bu nedenle hem organik hem de inorganik kaynaklar

lipaz tiretiminde kullanilmaktadirlar (Tan vd., 2004).

Bizim ¢alismamiza benzer olarak Bacillus sp ile yapilan ¢aligmada test edilen farkli
nitrojen kaynaklar1 arasinda, peptonun 20 U/ml'lik bir {iretimle test edilen tiim nitrojen
kaynaklar1 arasinda en iyisi oldugu bulunmustur (Bora, 2012). Fusarium globulosum ile
yapilan ¢aligmada peptonun lipaz iiretimi i¢in en iyi azotlu kaynak oldugu bulunmustur
(Gulati vd., 2005). Lipolitik bir bakteri olan Staphylococus sps. L2 isolati ile yapilan
caligmada benzer sekilde igin en iyi azot kaynagi olarak peptonu bildirmislerdir (Sirisha vd.,
2010). B. subtilis PCSIRNL-39’un lipaz iretiminde en iyi azot kaynagi olarak pepton
saptanmustir (Mazhar vd., 2017). Aspergillus sp. ile yapilan ¢alismada en iyi azot kaynagi %
1’lik pepton saptanmuistir (Cihangir vd., 2004). Pseudomnas aeruginosa KM110 ile yapilan

calismada Nitrojen kaynagi olarak pepton, maya oziitii, amonyum dihidrojen fosfat gibi
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maddeler kullanilmigtir. Kullanilan farkli nitrojen kaynaklari arasinda en uygun kaynak
pepton olarak bulunmustur. Amonyum kloriir ve amonyum dihidrojen fosfat gibi inorganik
azot kaynaklarinin da bazi mikroorganizmalarda etkili oldugu bildirilmistir (Mobarak-
Qamesari vd., 2011). Bacillus sp. tarafindan lipaz tiretimi tizerindeki etkileri incelenmistir. Test
edilen farkli nitrojen kaynaklari arasindan, pepton ile bazal ortamda iiretime kiyasla maksimal
lipaz tiretimi elde edilmistir. Sonrasinda da amonyum nitrat ve amonyum kloriir gibi organik
nitrojen kaynaklarinin daha yiiksek lipaz tiretimine sahip oldugu bulunmustur (Balaji vd.,
2020). Anoxybacillus flavithermus’ten lipaz iiretimini artiran en iyi azot kaynagi olarak
pepton % 0,5 saptamuslardir (Bakir,2016).

Bizim ¢alismamizdan farkli olarak Penicillium camembertii Thom PG-3’ten lipaz
tiretiminde yag1 alinmis soyanin en iyi nitrojen kaynagi oldugunu saptamislardir. Ayrica NH4*
veya NOs  formundaki inorganik azot kaynaklarinin lipaz retimini artirirken, ire gibi
inorganik kaynaklarin lipaz sentezini inhibe ettigini bildirmislerdir (Tan vd., 2004).
Aeromonas veronii ile yapilan ¢alismada lipaz enziminin optimizasyonu ve karakterizasyonu
isimli ¢alismada en uygun organik azot kaynagi olarak amonyum siilfat ve inorganik azot
kaynag olarak jelatin bildirilmistir (Oztiirk vd.,2019). A. Veronii lipaz1 icin kiiltiir kosullart
optimize edildiginde en iyi azot kaynaginin jelatin oldugunu bildirmislerdir (Kamaladevi vd.,
2014). Aspergillus tamarii JGIF06’dan maksimum lipaz iiretimini saglamak igin inorganik
azot kaynagi olarak amonyum kloriir ve amonyum siilfat oldugunu belirtmislerdir (Das vd.,
2017). Literatiirdeki diger caligmalarda en iyi azot kaynaklar1 olarak Acinetobacter
radioresistens’den lipaz iretiminde en iyi azot kaynagi olarak % 0,75’lik yeast ekstrakt
kullanilmistir (C.-Y. Li vd., 2004). Bacillus coagulans BTS-3’den lipaz iiretiminde en iyi
azot kaynagi olarak % 0,5 pepton ve % 0,5 yeast ekstrakt bildirilmistir (Kumar vd., 2005). S.
aeurus’un lipaz iretiminde en iyi azot kaynagi olarak maya oziti kullandiklarini
belirtmislerdir (Ben Bacha vd., 2016). Pseudomonas aeuriginosa iiretim ortaminda lipaz
tiretimini etkileyebilecekleri i¢in maya 6ziitii, pepton, kazein, amonyum nitrat ve potasyum
nitrat gibi farkl: tiirlerden nitrojen kaynaklar1 kullanilmigtir. Maya ekstrakti, amonyum nitrat,
pepton, kazein igin sirasiyla lipaz aktivitesi kaydedilirken, nitrojen kaynagi olarak potasyum
nitrat iceren ortamda higbir aktivite tespit edilememistir (llesanmi vd., 2020). P. Putida ile
yapilan ¢alismada maksimum lipaz iiretimini saglamak icin azot kaynag: olarak pepton ve
maya ekstrakti kullandiklarint bildirmislerdir (Fatima vd., 2015). P. aeruginosa ile yapilan
calismada, amonyum siilfatin lipaz tretimini artirdigini, diger tiim inorganik azot

kaynaklarinin lipaz tiretimini azalttigi rapor edilmistir (Bisht vd., 2013).
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Tablo 17. Cesitli azot kaynaklarinin lipaz tiretimi tizerine etkisi

Azot kaynaklar ODeoo Voliim Aktivite (U/mL)
(ORT.£S.S)

Kontrol 1,437 12,102 + 0,045 a
Amonyum nitrat %0,5 2,158 1,398 + 0,055 b
Amonyum nitrat %1 2,262 0,558 + 0,036 b
Amonyum nitrat %1,5 2,354 0,096 + 0,028 b
Amonyum siilfat %60,5 2,085 1,650 + 0,075 b
Amonyum siilfat %1 2,321 0,678 + 0,045 b
Amonyum siilfat %1,5 2,340 0,186 + 0,028 b
Pepton %60,5 1,832 12,978 + 0,073 a
Pepton %1 1,537 9,324 + 0,045 b
Pepton %1,5 0,910 3,624 + 0,073 b
Tripton %0,5 1,544 7,506 + 0,045 b
Tripton %1 1,501 12,126 + 0,045 a
Tripton %1,5 1,543 3,648 + 0,037 b
Ure %0,5 2,037 1,842 + 0,045 b
Ure %1 2,120 1,524 + 0,045 b
Ure %1,5 2,058 0,204 + 0,058 b
Yeast extract %00,5 1,533 11,646 £ 0,126 a
Yeast extract %1 1,487 11,268 + 0,154 a
Yeast extract %1,5 1,510 9,828 + 0,082 b

ORT.: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir.
S.S: Standart sapma.
X: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile kontrol arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)
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4.2.5. HBB 180’nin zamana bagh degisimi ve lipaz iiretimi

Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 bakterisi ile ilk ¢alismaya baslandiginda temel
besi ortamindaki zamana bagli gelisimi ve enzim iretimini saptamak i¢in 24 saatlik
inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon siiresince 3’er saatlik araliklarla érnekler almarak hiicre
yogunlugu (ODsoo) Ve lipaz aktivitesi 6l¢timleri yapildi. Alinan 6lgiimler sonucunda bakteri
gelisiminin 3.saatten itibaren baslayarak artarak 9.saate kadar log fazinda oldugu goriildii.
9.saatten sonra durgunluk fazina gecerek 15.saatte (9,272 U/ml) maksimum degere ulastigi
gozlendi (Tablo 18, Sekil 12). 18. saatte aktivitede bir diisiis gozlendi. Aktivitedeki bu
diistisiin ortamdaki proteazlarin aktivitesinin yol a¢tig1 diistintilmektedir. 21. Saatten itibaren
aktivitede bir artis gozlenmis fakat degerler arasi fark istatistiksel olarak 6nemsiz ¢ikmustir.
Hiicrelerin lizise ugramasi sonucu hiicre i¢i enzimin bir kisminin disar1 salinmasi sebebiyle
aktivitede artis goriilmiistiir. Calismamiza benzer olarak Bacillus circulans MAS2 ile yapilan
hiicre i¢i esterazinin arastirildigi ¢alismada bildirilmistir. MAS2 esterazinin aktivitesi, 10 saat
boyunca hiicre gelisimine bagli olarak artmis ve inkiibasyon siiresi uzadikga hiicre lizisine
bagli olarak hiicre dis1 enzim aktivitesinde artis goriilmiistiir (Kademi vd.,1999). HBB 180
susu optimum kosullar belirlendikten sonra bu ortamda (pH 6,50, sicaklik 55 °C, azot kaynagi
%0,5 pepton, karbon kaynagi %0,5 zeytinyagi) zamana bagh gelisimlerinin log fazinin
baslarinda baslayip, ortasinda enzim aktivitesinin 12.saatte (15,886 U/ml) maksimum degere

ulastig1 ve daha sonra gerilemeye basladig: saptandi (Tablo 19, Sekil 12).

Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 lipazinin baslangic ve optimum kosullar
arasinda 12. saatteki enzim {iretim miktarlar1 kiyaslandiginda 2,56 kat artirdig1 saptandi. HBB
180 susunun baslangig (15.saat) ve optimum kosullardaki (12.saat) maximum iiretim
yaptiklart saatlerdeki tiretim miktarlar1 kiyaslandiginda, optimum kosullarin enzim iiretim

miktarint 1,71 kat artirdig1 saptandi.

Bizim ¢alismamiza benzer olarak yaglh atiklarla kirlenmis topraktan lipaz iiretimi
yapan bakterilerin arastirildigi ¢alismada toprakta belirgin lipaz aktivitesi izlenmis ve optimal
inkiibasyon siiresi i¢in en yiiksek aktivite 12 saatte izlenmistir (llesanmi vd., 2020).
Anoxybacillus flavithermus HBB 134 susu optimum kosullarda gelistirildiginde enzim

tiretiminin 12. saatte maksimum diizeye ulastigi saptanmistir. (Bakir, 2017)

Inkiibasyon siirelerinin karsilastirildig1 ¢alismalar mevcuttur. Balaji’nin ¢alismasinda
Bacillus lipazinin zeytinyaginda 28 saat inkiibasyonda iiretildigini géstermistir. Zeytinyagi

konsantrasyonu ve zamanindaki artig enzim {iretimini olumsuz etkilemistir (Balaji et al.,
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2020). Hasan ve arkadaslarinin ¢alismalarinda 48 saat inkiibasyondan sonra Bacillus'tan elde
edilen kiiltiir siipernatantinin maksimum lipaz aktivitesi gosterdigini, Bacillus lipazinin 24
saatlik inkiibasyonda maksimum lipaz iiretiminin oldugunu goézlemlemislerdir (Hasan vd.,
2006; Mohan vd., 2008). Hiicre biiyiimesi ve lipaz aktivitesi i¢in en uygun verimi 67. saat’te
almiglardir (Liu vd., 2006). Aeromonas sp. EBB-1 ile yaptiklari ¢galismada maksimum lipaz
aktivitesi i¢in gerekli inkiibasyon siiresini 15 saat olarak rapor etmislerdir (Charoenpanich
vd., 2011).

Liu ve arkadaslariin ¢alismasinda optimal kosullar olusturuldugunda tiretkenlikte 5
kat artis oldugunu gostermistir (Liu vd., 2006). Chauhan’in 2013 yilindaki ¢alismasinda ise
Staphylococcus arlettae'den lipaz iiretiminde optimizasyonun yaklasik 1.8 kat daha yiiksek
lipaz verimini iyilestirdigini gozlemlemislerdir ~ (Chauhan vd., 2013). Sharma’nin
calismasinda Arthrobacter tarafindan lipaz tiretimi i¢in fiziksel parametrelerin optimizasyonu
sonrasinda lipaz aktivitesinde 1.6 katlik bir artis ortaya koymuslardir (Sharma vd., 2009). Bu
nedenle literatiirden, ortam bilesenlerinin optimizasyonu ile lipaz aktivitesinde daha fazla
artisin miimkiin oldugu sdylenebilir. Aeromonas veronii ile yapilan ¢alismada lipaz enziminin
optimizasyonu ve karakterizasyonu isimli ¢alismada maksimum lipaz tiretimi saglamak igin

inkiibasyon siiresini 18 saat olarak belirlemistir (Oztiirk vd.,2019).
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Tablo 18. Biiyiime egrisi (baslangigta)

Zaman ODeoo Voliim Aktivite (U/mL) X
(ORT.+£S.5)
0 saat 0,133 +£ 0,001 0,640 + 0,060 b
3 saat 0,231+0,016 1,488 + 0,071 b
6 saat 0,842 + 0,032 4,110 + 0,364 b
9 saat 1,298 + 0,026 4,818 + 0,243 b
12 saat 1,328 + 0,034 6,210 + 0,724 b
15 saat 1,397 + 0,006 9,272 + 0,247 a
18 saat 1,419 + 0,009 5,338 £0,194 b
21 saat 1,479 £ 0,012 6,032 + 0,337 b
24 saat 1,508 + 0,008 7,480 £ 0,124 b

ORT.: Her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.

S.S.: Standart sapma.

X: Ay siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gosteren arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemlidir

(p <0,05)
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Sekil 12. Biiylime egrisi (baslangigta)



Tablo 19. Biiyiime egrisi (optimum kosullarda)

Zaman ODs0o Voliim  Aktivite  (U/mL) X
(ORT+S.S)
0 saat 0,073 £ 0,001 0,842 + 0,024 b
3 saat 0,151 + 0,002 3,748 £ 0,018 b
6 saat 0,789 + 0,002 7,580 + 0,031 b
9 saat 1,074 + 0,003 9,466 + 0,003 b
12 saat 1,211 + 0,005 15,886 + 0,035 a
15 saat 1,327 £ 0,007 7,476 = 0,006 b
18 saat 1,371+ 0,003 3,736 +£0,073 b
21 saat 1,394 + 0,006 2,548 + 0,037 b
24 saat 1,422 + 0,002 1,770 £ 0,091 b

ORT.: Her veri ¢ tekrarin ortalamasidir.
S.S.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gosteren arasindaki

fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)
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Sekil 13. Biiylime egrisi (optimum kosullarda)



4.2.6. Lipaz iiretimi iizerine lipazin lokalizasyonu

HBB 180 susunun optimum lipazin lokalizasyonunu bulmak i¢in LB broth igeren tiipe
stok kiiltiirden inokiile edildi ve bir gece inkiibe edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbans1 600
nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlandi. 1 L’lik erlene pH’16,50 olan 200 mL enzim tiretim ortam1
% 1 oraninda inokiile edildi. Kiiltiir, 150 rpm hizda c¢alkalamali olarak 55 °C’de ve 12 saat
boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda kiiltiir ortami santrifiijlendi. Santrifiij
sonucunda siipernatant 1 (S1) ve pellet 1 (P1) elde edildi, her fraksiyonda enzim aktivitesi
olgiildii (Tablo 20). P1 de enzim aktivitesi yiiksek, S1 de ise diisiik bulundu. Enzimin hiicre
i¢i veya hiicre zarinda olacagi diisiiniilerek, P1 hiicre fraksiyonu sonikasyon yoluyla pargandi.
Homojenat tekrar santrifiijlenerek S2 ve P2 fraksiyonlar: elde edildi. Bu fraksiyonlarda da
enzim aktivitesi o6l¢iildiigiinde enzim aktivitesi S2 de yiiksek bulundu. Bu durum enzimin
hiicre i¢i bir enzim oldugunu gostermektedir. Par¢alanmamis hiicre fraksiyonun enzim
aktivitesi, hiicre igi fraksiyonda ¢ikan aktivite degerlerine yakin ¢ikmistir. Bunun sebebi
substratin hidrolizlenmeden 6nce hiicre duvarinin iginden gegisiyle agiklanabilir. Bizim

sonuglarimiza benzer bulgular elde edilmistir (Kademi vd., 1999; Kakariari vd., 2000).

Bizim ¢alismamiza benzer olarak Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipazi hiicre
i¢i olarak bildirilmistir (Bakir,2016). Bizim ¢alismamizdan farkli olarak Halotolerant Bacillus
sp. ile hiicre dis1 lipaz tiretiminin optimizasyonu i¢in Balaji’nin ¢aligmasinda makro ve mikro
besinlerin, karbon kaynagi, nitrojen kaynagi, indiikleyici ve metal iyonlarinin ve pH,
calkalanma oraninin lipaz tiretimi tizerindeki etkisi arastirilmistir (Balaji et al., 2020). Bacillus
sp. lipazinin hiigre dis1 oldugu belirtilmistir (Bora,2012). Bacillus coagulans lipazinin hiicre
dis1 oldugu bildirildi (Alkan, 2017).

Tablo 20. Lipaz iiretimi tizerine lipazin lokalizasyonu

Voliim Aktivite  Voliim Aktivite Voliim Aktivite Voliim Aktivite
(U/mL) (U/mL) (U/mL) (U/mL)
Sl P1 S2 P1
ORT.£S.S. ORT.+S.S. ORT.+S.S. ORT.+S.S.
1.405 + 0,08 4,554 + 0,17 5,598 = 0,29 1.658 + 0.27

S1; Hiicre dis1 fraksiyon, P1; Hiicre fraksiyon, S2; Hiicre i¢i fraksiyon,
P2; Membrana bagl: fraksiyon
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4.3. Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 Lipazinin Karakterizasyonu
4.3.1. pH’1n Enzim Aktivitesi Uzerine EtKisi

pH enzim aktivitesini etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle lipaz aktivitesi
tizerine pH’mn etkisini gézlemlemek i¢in 5,50-10,00 arasinda denemeler yapilmistir. Enzim
aktivitesi pH 5,50’den itibaren 0,5’er birim artmasiyla birlikte aktivite kademeli olarak
artarak, pH 8,50°de (13,758 U/ml) maksimum degere ulagsmis daha sonra ise diisiise gegmistir
(Tablo 22, Sekil 13). pH 8,00 ve pH 8,50°deki aktivite degerleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark yoktur. Diger tiim pH’larda enzim aktivitesi optimuma gore istatistiksel olarak
farklt oldugu bulundu. Enzim aktivitesinin pH 6,50 -10,00 araliginda optimum degerin
%350’nin fazla ve pH 7,50-9,00 araliginda optimum aktivitenin %80’inden fazla oldugu
saptand1. Buna gore Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 lipazinin alkali karakterde bir
enzim oldugunu gostermektedir. HBB 180 lipazinin genis bir pH araliginda calismasi ve
alkali bir enzim olmasindan dolay1 ozellikle deterjan endiistrisi gibi alanlarda

kullanilabilecegini sOyleyebiliriz.

Bakteriyel lipaz iizerine yapilan calismalara bakildiginda genel olarak lipazlarin
maksimum 7'den yiiksek pH degerlerinde aktivite gosterdigi bildirilmistir (Gupta vd., 2004).
Bizim calismamiza benzer olarak Anoxybacillus lipazinin arastirildigi ¢alismada tim
degiskenler arasinda, pH'n diger degiskenlerle Onemli Olgiide etkilesimli oldugu
bulunmustur. Lipaz aktivitesi i¢in en uygun pH degeri 8,20 olarak saptanmistir (Sahoo vd.,
2020). Anoxybacillus flavithermus HBB 134’ten enzim maksimum lipaz tiretim pH’1 9,00
saptanmustir (Bakir, 2016). Anoxybacillus flavithermus susu i¢in maksimum lipaz tiretimi i¢in
optimum pH aralig1 6,50-8,00 olarak bulunmustur (Chis vd.,2013).

Lipaz aktiviesi tizerine pH'mn etkisi ile ilgili diger tiirlerle yapilan ¢aligmalarda ise
Geobacillus sp. TW1 (Li vd., 2005), Serratia marcescens ECU1010 susu (L.-L. Zhao vd.,
2008), Geobacillus stearothermophilus JC (Jiang vd., 2009), Pseudomonas fluorescens
JCM5963 susu (Zhang vd., 2009). Pseudomnas aeruginosa KM110 (Mobarak-Qamsari vd.,
2011), Bacillus licheniformis (Sahoo vd., 2018), Pseudomonas aeuriginosa (llesanmi vd.,
2020) en yiiksek lipaz aktivitesi pH 7,50-11,00 arasinda bulunmustur. Lipaz aktivitesi iizerine

pH’nin etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar Tablo 21’ de 6zetlenmistir.
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Tablo 21. Cesitli bakteri tiirleri tizerine lipaz aktivitesi {izerine pH’nin etkisi

Tiirler pH Referanslar

Pseudomonas gessardii 3,50 Ramani vd. [66]
Enterococcus durans 4,60 Vrinda [97]

NCIM5427

Streptomyces LP10 6,00 Aly vd. [98]

Geobacillus zalihae sp. 6,50 Rahman vd. [92]

Bacillus THL027 7,00 Dharmsthiti ve Luchai [91]
Burkholderia multivorans 7,00 Gupta ve ark. [94]
Exiguobacterium sp. BBXS-7 7,00 Ali,2015

Salinivibrio sp. SA-2 susu 7,50 Amoozegar vd. [64]
Burkholderia sp. ZYB002 8,00 Shu vd. [96]

Burkholderia multivorans V2 8,00 Dandavate vd. [95]
Pseudomonas aeruginosa LP602 8,00 Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk [93]
Bacillus koagiilan BTS-3 8,50 Kumar vd. [65]
Geobacillus thermoleovorans 9,00 Abdel, 2002

Bacillus sp. LBN2 10,00 Bora (2012)
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Tablo 22. pH’nin enzim aktivitesi tizerine etkisi

pH Voliim Aktivite (U/mL) X Kalan aktivite
(ORT.£S.S) (%)

5,50 2,748 + 0,130 b 20
6,00 5,106 + 0,225 b 37
6,50 9,474 + 0,445 b 69
7,00 10,068 + 0,287 b 73
7,50 11,646 + 0,126 b 85
8,00 12,714 + 0,028 a 92
8,50 13,758 £ 0,184 a 100
9,00 11,196 + 0,452 b 81
9,50 9,156 + 0,075 b 67
10,00 7,206 + 0,073 b 52

ORT. : Her veri tig tekrarin ortalamasidir.

S.S. : Standart sapma.

X: Ayni stitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gosteren arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)

Voliim Aktivite (U/mL)
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Sekil 14. Enzim aktivitesi {izerine pH’nin etkisi
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4.3.2. Enzim Aktivitesi Uzerine Inkiibasyon Sicakliginin EtKisi

Sicaklik enzim aktivitesi etkileyen onemli etkenlerden birisidir. Bu nedenle lipaz
aktivitesi itizerine sicakligin etkisini saptamak i¢in enzim 10-70 °C arasinda inkiibasyona
birakilarak denemeler yapilmistir. Enzim aktivitesi 10°C’den itibaren sicakligin artmasiyla
birlikte artarak 55°C’de (21,996 U/ml) maksimum degere ulasti, daha sonra ise diisiise gecti.
45- 55 °C arasindaki sicaklik degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak énemsiz bulundu
(Tablo 24, Sekil 14). Enzim aktivitesinin bu aralikta %85-100 arasinda oldugu saptanmustir.
Diger tiim sicakliklarda enzim aktivitesi maksimuma gore istatistiksel olarak farkli bulundu.
Ancak, 35 ve 60°C sicaklik degerlerinde enzim aktivitesi maksimuma goére %50’ nin iizerinde
oldugu gorilmektedir. Enzimin genis bir sicaklik araliginda aktivite gosteriyor olmasi

enzimin yiiksek sicaklik gerektiren endiistriyel islemlerde kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

Calismamiza benzer olarak Anoxybacillus sp. ARS-1 lipazinin arastirildig1 ¢alismada
tim degiskenler arasinda, sicaklifin diger degiskenlerle 6nemli Slgilide etkilesimli oldugu
bulunmustur. Lipaz iiretimini i¢in en uygun sicaklik degeri 57,5 °C olarak belirtilmistir
(Sahoo vd., 2020). Anoxybacillus flavithermus HBB 134’ten enzim maksimum lipaz iiretim
sicakligr 50 °C olarak belirtilmistir (Bakir, 2016). Bacillus licheniformis A7 (GenBank
numarast: KC310458)’ten lipaz iiretimi igin optimum sicaklik 55°C olarak belirtilmistir
(Tuysuz vd.,2019). Anoxybacillus flavithermus susu igin maksimum lipaz iretimi igin
optimum sicaklik 60-65 °C bulunmustur. (Chis vd.,2013). Lipaz aktivitesi {izerine sicakligin

etkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar Tablo23’de 6zetlenmistir.

Sicaklik, enzim sentezini mRNA transkripsiyon seviyesinde ve muhtemelen
proteinlerin translasyon seviyelerinde diizenler, boylece proteinlerin stabilitesini ve ayrica

uretimi arttirir.
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Tablo 23. Cesitli bakteri tiirleri tizerine lipaz aktivitesi {izerine sicakligin etkisi

Tiirler Sicaklik (° C) Referanslar
Pseudomonas gessardii 30 Ramani vd. [66]
Enterococcus durans NCIM5427 30 Vrinda [97]
Burkholderia multivorans 30 Gupta ve ark. [94]
Bacillus subtilis 30 Suci vd.,2018
Burkholderia multivorans V2 37 Dandavate vd. [95]
Streptomyces LP10 37 Aly vd. [98]

Bacillus amyloliquefaciens PS35 40 Kanmani,2016

Bacillus amyloliquefaciens ELPA 40 Saengsanga vd.,2016
Serratia marcescens ECU1010 45 (L.-L. Zhao vd., 2008).
Salinivibrio sp. SA-2 susu 50 Amoozegar vd. [64]
Bacillus licheniformis 51 Sahoo vd., 2018
Pseudomonas aeruginosa LP602 55 Dharmsthiti ve Kuhasuntisuk [93]
Pseudomonas fluorescens JCM5963 55 Zhang vd.,2009
Bacillus koagiilan BTS-3 55 Kumar vd. [65]
Bacillus sp. LBN2 60 Bora (2012)
Geobacillus zalihae sp. 65 Rahman vd. [92]
Burkholderia sp. Z2YB002 65 Shu vd. [96]

Bacillus THL027 70 Dharmsthiti ve Luchai [91]
Thermus thermophilus 70 Dominguez vd.,2005
Geobacillus thermoleovorans 70 Abdel, 2002
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Tablo 24. Sicakligin enzim aktivitesi iizerine etkisi

Sicaklik Voliim Aktivite (U/mL) Kalan aktivite
°C (ORT.£S.5) X (%)
10 6,216 + 0,120 b 28
15 7,620 + 0,453 b 34
20 7,968 + 0,453 b 36
25 9,306 + 0,126 b 42
30 10,068 + 0,440 b 46
35 12,162 + 0,310 b 55
40 13,770 + 0,301 b 61
45 18,714 + 3,980 a 85
50 19,792 + 0,216 a 90
55 21,996 + 0,048 a 100
60 15,222 + 0,092 b 69
65 9,996 + 0,240 b 45
70 7,410 + 0,027 b 33

ORT. : Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir.

S.S. : Standart sapma.

X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gosteren arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemlidir (p < 0,05)

Voliim Aktivite (U/mL)
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Sekil 15. Sicakligin enzim aktivitesi lizerine etkisi
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5. SONUCLAR

Bu ¢alismada kullanilan mikroorganizma olan Anoxybacillus sp. HBB 180 Aydin
Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji
laboratuvarinda daha 6nceden izole edilmis stok kiiltiirlerden saglanmistir. Anoxybacillus sp.
HBB180 izolatindan maksimum enzim iiretimini saglamak ve lipaz tiretiminin arttirilmasi
icin karbon kaynagi, inorganik ve organik azot kaynagi, baslangig pH’s1, inkiibasyon siiresi
ve sicakligi gibi farkli fermantasyon parametreleri optimize edilmistir. Kantitatif lipaz aktivite

tayini p-NPL (p-nitrofenil laurat) substrati ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.

Bu calismayla Anoxybacillus sp. HBB 180 lipazinin optimizasyon ve karakterizasyon
calismasi1 detayli bir sekilde gergeklestirilmistir. Taranan literatiirde Anoxybacillus sp. HBB

180 lipazzyla ilgili farkli parametrenin incelendigi bir caligmaya rastlanmamustir.

Enzim idretimi i¢in ortamimin optimum pH araligi 6,50 -7,50 arasinda bulundu.
HBB180, en yiiksek enzim aktivitesi (11.01 U/mL) pH 6,50’da elde edildi. Anoxybacillus
kaynarcensis HBB 180’in 45-65°C arasinda ¢ok iyi gelisim gdstermesi bu tiiriin termofil

oldugunu gosterir. 55 °C’de ise en yiiksek degere ulastigi (17,884 U/mL) goriildi.

Analitik safliktaki yaglar ve ticari yaglar arasinda da lipaz iiretiminde en etkili olan
karbon kaynagi %0,5 zeytinyagi olarak saptandi. Denenen tiim yaglar igerisinde ticari
zeytinyaginin ucuz olmasi nedeniyle en iyi indiikleyici olarak zeytinyagi (27,246 U/mL)

karbon kaynag olarak kullanildi.

Enzim miktarimi en ¢ok artiran azot kaynagi diger calismalarin benzer olarak %0,5
pepton (12,978 U/mL) bulundu.

HBB 180 susu optimum kosullar belirlendikten zamana bagli gelisimlerinin log
fazinin baslarinda baslay1p, ortasinda enzim aktivitesinin 12.saatte (15,886 U/ml) maksimum

degere ulastig1 ve daha sonra gerilemeye basladig1 gortildii.

Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 lipazinin baslangic ve optimum kosullar

arasinda 12. saatteki enzim tiretim miktarlari kiyaslandiginda 2,56 Kkat artirdigi saptandi.
Enzimin biiyiik oranda hiicre i¢inde oldugu saptandi.

Enzim aktivitesinin pH 6,50 -10,00 araliginda optimum degerin %50’nin fazla ve pH
7,50-9,00 araliginda optimum aktivitenin %80’inden fazla oldugu saptandi. Buna gore

Anoxybacillus kaynarcensis HBB 180 lipazinin alkali karakterde bir enzim oldugunu
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gostermektedir. HBB 180 lipazinin genis bir pH araliginda ¢alismasi ve alkali bir enzim
olmasindan dolayr oOzellikle deterjan endiistrisi gibi alanlarda kullanilabilecegini

sOyleyebiliriz.

Enzim aktivitesi 10°C’den itibaren sicakligin artmasiyla birlikte artarak 55°C’de
(21,996 U/ml) maksimum degere ulasmig, daha sonra ise diisiise gecmistir. 45- 55 °C
arasindaki sicaklik degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulundu. Enzim
aktivitesinin bu aralikta %85-100 arasinda oldugu saptanmistir. Diger tiim sicakliklarda
enzim aktivitesi maksimuma gore istatistiksel olarak farkli bulundu. Ancak, 35 ve 60°C
sicaklik degerlerinde enzim aktivitesi maksimuma gore %50’nin {izerinde oldugu
goriilmektedir. Enzimin genis bir sicaklik araliginda aktivite gosteriyor olmasi enzimin

yiiksek sicaklik gerektirens endiistriyel islemlerde kullanilabilecegini sdyleyebiliriz.

HBB-180 bakterisinin kiiltiir kosullar1 incelendiginde en iyi lipaz iiretiminin, % 0,5
zeytinyagi, % 0,5 pepton % 0,5 gum arabic ve % 1 NaCl’den olusan iiretim ortaminda
baslangic pH’s1 6,50 olan 55 °C’ sicaklikta, 12 saat gelistirildiginde saptandi. HBB-180

lipazinin lokalizasyonu, hiicre igerisinde bulundugu belirlendi.

Lipaz aktivitesini inceledigimizde, maksimum enzim aktivitesinin goriildiigi pH ve
sicaklilk sirasiyla 8,50 ve 55 °C bulundu.

Calismanin sonucunda besiyeri kaynak bilesenleri ve inkiibasyon kosullarinin
degistirilmesiyle Anoxybacillus sp. HBB 180 izolatindan lipaz {iretiminin arttigini,
Anoxybacillus sp. HBB 180 lipaz1 igin optimum ¢alisma kosullar1 saglandiginda ise enzimin

aktivitesinde artis oldugunu gosterilmistir.

Kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde Anoxybacillus sp. HBB 180 bakterisinin tiremesi

icin optimal kosullar;
e Karbon kaynaklar1 %0,5 zeytinyagi
e Azot kaynag1 %0,5 pepton
¢ pH 6,50
e Inkiibasyon sicaklig1 55 °C
e Inkiibasyon siiresi 12 saat olarak saptanmustir.
Anoxybacillus sp. HBB 180 lipazinin aktivitesi i¢in optimal kosullar;

e Enzim aktivitesinin pH 8,5’da %100 iken, 8’de %92’ye, 7,5’da %85’e dustigi
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saptandi.

e Enzim aktivitesinin sicaklik denemedinde ise 55 °C’de %100 iken, 50 °C’de %89’a,
45 °C’de %82’e diistiigii saptandi.

Calismanin sonuglart degerlendirildiginde, Anoxybacillus sp. HBB 180 izolatinin
lipaz tretimi i¢in potansiyel olarak kullanilabilecegi ve endiistriyel potansiyeli yiiksek bir
enzim elde edildigi ongoriilmektedir. Yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde optimal kosullara
sahip olmasi, termal stabilitesinin olmasi ve genis bir pH araliginda aktivitesinin korunmasi
nedeniyle, Anoxybacillus sp. HBB 180 bakterisinden elde edilen lipazin, endiistriyel ve
biyoteknolojik alanlarda termostabil lipaz uygulamalarinda kullanim potansiyeli oldugunu
diistinmekteyiz. Tiirkiye’nin jeotermal alanlar agisindan genis bir tilke olmas1 sebebiyle, bu
enzimin endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalara yonelik ileri arastirmalarin yapilmasi

onerilmektedir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU MUDURLUGUNE

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiiriitiilen gergek deney
ve gozlemler cergevesinde tarafimdan elde edildigini, calismada bana ait olmayan tiim veri,
diisiince, sonug Ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi olarak eksiksiz sekilde uygun atif
yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi beyan ederim.
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