T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
YUKSEK LISANS PROGRAMI

2022-YL-062

Anoxybacillus sp. HBB229°UN LIPAZ URETIMI

UZERINE KULTUR KOSULLARININ ETKIiSI

GONCAGUL OZGER

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

PROF. DR. KUBILAY METIN

AYDIN-2022



TESEKKUR

Calismalarim ve aragtirmam boyunca her zaman yamimda olan, sabri, motivasyonu,
emegi ve engin bilgisi i¢in danismanim Prof. Dr. Kubilay METIN'e en igten tesekkiirlerimi
sunarim. Bu tezi aragtirmam ve yazmam sirasinda onun rehberligi ile akademik ve bilimsel
becerilerimi gelistirdim. Ogrencilerini biiyiik bir emek ve disiplinle gelistiren, geleceklerine

151k tutan danigmanima sonsuz saygi ve minnetlerimi sunarim.

Degerli bilgileriyle calismaya katkilar sunan Adnan Menderes Universitesi Biyoloji
Boliimii 6gretim {yelerinden Sayin Prof. Dr. H. Halil BIYIK’a saygilarim1 ve sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Calismamizin her asamasinda bilgi birikimini ve destegini esirgemeyen 6zellikle istatistik
degerlendirmelerindeki yardimlarimdan, tiim tez siirecindeki bilgi deneyimini benimle

paylastig i¢in doktora 6grencisi Sayin Sezgin KARAMAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayn1 zamanda laboratuvarda calisirken bana desteklerini esirgemeyen hocam Ars. Gor.
Zehra Burcu BAKIR’a ve arkadaslarim Ars. Gor. Gizem ANTIKA’ya, Ars. Gor. Ash
CANAKCTI’ya, Princess Sindiswa SOKHULU’ya, Atakan PIPILOS’a ve Cennet ULKU’ye

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez komitesine ve jiiri iiyelerine gosterdikleri ilgiden dolay1 en icten tesekkiirlerimi

sunarim.

Son olarak, hayatim boyunca her kosulda bana inanan, destek olan ve sevgilerini
esirgemeyen kardesim B. Kardelen OZGER’e annem Ayse OZGER’e ve babam Yusuf
OZGER e tesekkiir ederim.

Goncagiil OZGER



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY Lttt sttt ettt et sb e nne e I
TESEKKUR ...ttt es ettt s sttt es sttt saste s s sttt en s naeaasans i
ICINDEKILER .....oovviiteeeeeeeeeeeeeeeteee ettt ettt an s s s ssa s asananns iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ....cocoviiiiieeeeeeeee e, Vi
SEKILLER DIZINI....cocviiiiieieceeeeee ettt viii
TABLOLAR DIZINT ...ttt IX
OZETHE.. ... W A0 A A X
ABSTRACT <ttt b ettt et b et e e re e Xi
L GIRIS ottt 1
L1 ENZIMIET o 2
1.2, ENZIMIEIIN TarTiGEST . vveiuvieiieciic ittt sae et enne e 4
1.3. Enzimlerin ISimIendirmesi..........cccceueueiiiecceiieieiesecceee et 5
1.3.1. Geleneksel ISIMIENdIrme. ...........ccveueviviverceeieeeeeecee et 6
1.3.2 Sistematik ISIMIENAIIME .......c.cvoveveeereeeiiereeceete ettt 6
1.4. Enzimlerin Isimlendirilmesi ve Sintflandir1lmast ...........coocovvuerevereveceeereeeeeceereennns 6
1.5. ENZIMIErin UTStMI .....covoveveveveieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeee ettt 9
1.6, LIPAZIAL .. 10
1.6.1. MiKrobiyal LIPAzIar ..........cccooeiiiiiiiiiiee e 10
1.6.2. Termofilik Bakterilerde Lipaz ENZIMi......ccccoceivieiiiiiiiese e 11
1.6.3. Bakteriyel Lipaz Enziminin Karakterizasyonu...........cccccccvevveiieiesccsieese e 12
1.6.4. Bakteriyel Lipazlarin Fizikokimyasal OzelliKIeri............cccoevvriverrireirrcreiiirerennnn, 12
2. KAYNAK OZETI oottt 14
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooottiiiiiniiiiiisinsineiesssissiesese s 18



3L KIMYASAIIAN ......eciiciccece et r e 18

3.2. MIKroorganizZmalar............cooueiiiie it 19
3.3. Kantitatif Lipaz AKLIVITE TaYiNi....ccccieiiieiie e 19
3.4. Kiiltiir Kosullarinin Anoxybacillus sp. HBB229 Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi ......21
3.4.1. Baslangi¢ pH’1nin Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi..........ccoovveveviirersiereieereseeeene 21
3.4.2. Inkiibasyon Sicakligmin Lipaz Uretimi Uzerine EtKisi........ccccocevevererrirererenenne. 21
3.4.3. Lipaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinm EtKisi ..........cccccceeevieveriierericnennen. 22
3.4.4. Azot Kaynaklarinin Lipaz Uretimi Uzerine BtKisi .......c.cccoovvvreveviiieierereiienennne, 23
3.4.5. Inkiibasyon Siiresinin Lipaz Uretimi Uzerine EtKiSi ........ccoovveveviiieiveverisneenennnn, 23
3.5. Anoxybacillus sp. HBB229 Lipazinin Karakterizasyonu............ccoovverererenennniens 24
3.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH N1 BtKiSi ..ooevevevevevceeeeeeeeeeeeee e 24
3.5.2 Enzim Aktivitesi Uzerine S1cakl1Zin EtKisi ...coveveveevereverereeeereeeeeeereeee e 24
3.7. Verilerin Degerlendirilmesi ........coiuviiiiieiiiieiiiie e 24
4. BULGULAR ...ttt 25
4.1. Besi Ortammin Anoxybacillus sp. HBB229 un Lipaz Uretimine Etkisi.................. 25
4.1.1. BeSiyers S1CAKIIZT ...ocuviiiiiiiiiiiiiei e 25
4.1.2. Besi Yeri Baglangic PH S1.....coiiiiiiiiiiiiieciccee e 26
4.1.3. Karbon Kaynaklarinin Bakteriyel Ureme ve Lipaz Aktivite Uzerine Etkileri......28
4.1.4. Azot Kaynaklarmin Bakteriyel Ureme ve Lipaz Aktivite Uzerine Etkileri.......... 32
4.2. Zamana Bagl Ureme ve Lipaz Enzimi Uretimi ...........cccocovvverrievericersrecreeeeienee, 34
4.3. Anoxybacillus sp. HBB229 Lipazinin Kantitatif Enzim Aktivite Tayini................. 35
4.3.1. HBB229 Lipaz Aktivitesi Uzerine pH nin EtKisi .........ccccoeeeriiiicivereiiiccennans 35
4.3.2. HBB 229 Lipaz Aktivitesi Uzerine SicakliZin BtKisi .........cccocvvvvivivereriiiicrerenennns 37
5. TARTISMA .ottt 39
6. SONUC VE ONERILER .....cociuititetetctcteetctee ettt ettt sttt senns 42
KAYNAKGCA ...ttt sn e r e ar e ane s 44
BILIMSEL ETIK BEYAN ......oiiiiiiiiiiiiniiiiseissiesis s 50



OZ GECMIS



ANOVA
°C
cm
dk

DNA

EDTA

g

g
HBB

HPLC
IUB-MB-EC :
kDa
Km
L
LB
mL
mg
mM
M

NCBI

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

: Absorbans
: Varyans Analizi
: Santigrad Derece
: Santimetre
: Dakika
: Deoksiriboniikleik Asit
: Molar Absorbans Katsayis1
: Etilendiamin Tetraasetik Asit
: Gram
: Yer Cekimi 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

Vi



oD
PCR
pNP
pNPL
rpm
SA

sp.

uv

vd.

VA
Vmax

%

: Optik Yogunluk

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: P-Nitrofenol

: P-Nitrofenil Laurat

: Dakikadaki Devir Sayisi

. Spesifik Aktivite

: Tur

: Inkiibasyon Zamam

: Enzim Unitesi

: Ultraviyole

: Ve Digerleri

: Ornek Hacmi

: Reaksiyon Hacmi

: Volum Aktivite

: Maksimum Enzim Aktivitesi

: Yiizde

vii



SEKILLER DiZINI

Sekil 1. Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlart..................ooooi i, 3
Sekil 2. Besiyeri sicakliginin Anoxybacillus sp. HBB229 bakteri iiremesi ve lipaz iiretimine
BEKIST. .o, 25
Sekil 3. Baslangi¢ pH’sinin Anoxybacillus sp. HBB229’nin lipaz enzimi iiretimine etkisi....27
Sekil 4. Karbon kaynaklarinin termofilik lipaz aktivite iizerine etkileri.......................... 29
Sekil 5. Karbon kaynaklarinin bakteriyel tireme tizerine etkileri...................c.ooia 29
Sekil 6. Karbon kaynag1 olarak yaglarin bakteriyel tireme tizerine etkileri...................... 31
Sekil 7. Karbon kaynagi olarak yaglarin lipaz voliim aktivite iizerine etkileri.................. 31
Sekil 8. Farkli azot kaynaklariin lipaz tiretimine etkisi...............coooeiiiiiiiiiiiii . 33
Sekil 9. Farkli azot kaynaklarimin lipaz tiretimine etkisi ortalama OD600........................ 33
Sekil 10. Zamana bagl bakteriyel yogunluk ve lipaz enzimi Giretimi..................cooeeen.e 34
Sekil 11. Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz enzim aktivitesi iizerine pH’in etkisi............... 36
Sekil 12. Sicakligin Anoxybacillus sp. HBB229’un enzim aktivitesi iizerine etkisi............. 37

viii



TABLOLAR DIZiNi

Tablo 1. Biyokatalizorlerin kimyasal katalizorlere gore endiistrideki avantajlari................. 4
Tablo 2. Enzim siniflar1 ve katalizledikleri reaksiyonlar................cooiiiiiiiiiniiiieannn.s 7
Tablo 3. Enzimlerin siniflandirilmasi ve endiistriyel kullanim alanlari............................. 8
Tablo 4. Son zamanlarda ¢alisilan bakteriyel lipazlarin fizikokimyasal dzellikleri............. 13
Tablo 5. Kullanilan kimyasallarin HStesi...........c.oooiiiiiiiiiii e 18
Tablo 6. Luria-BERTANI Agar ortam iGerifi...............oeuuueiunerineeeieiieeiieeeineeaeea, 19
Tablo 7. Lipaz aktivite tayininde kullanilan ortamin bilesenleri..........................ooee. 20

Tablo 8. Optimum kosullar belirlendikten sonra lipaz aktivite tayininde kullanilan ortamin

DI NI, . . et 20
Tablo 9. Yag iceren karbon kaynaklar1 denemelerinde kullanilan kontrol besiyeri............. 23
Tablo 10. Azot kaynagi denemelerinde kullanilan besi ortami..................ccoeeeeiiinnn... 23

Tablo 11. Besiyeri sicakliginin Anoxybacillus sp. HBB229 bakteri tiremesi ve lipaz iiretimine
BEKIST. . e 26

Tablo 12. Baslangi¢c pH’sinin Anoxybacillus sp. HBB229’un lipaz enzimi iiretimine etkisi..27

Tablo 13. Karbon kaynaklarinin bakteriyel {ireme ve lipaz aktivite tizerine etkileri............ 28
Tablo 14. Karbon kaynagi olarak yaglar................cooiiiiiiiiiiii e, 30
Tablo 15. Farkli azot kaynaklarinin lipaz tiretimine etkiSi.......................ocooiiiin, 32
Tablo 16. Zamana bagli bakteriyel yogunluk ve lipaz enzimi tiretimi............................ 35
Tablo 17. pH’1n Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz enzim aktivitesi lizerine etkisi.............. 36
Tablo 18. Anoxybacillus sp. HBB229’un lipaz enzimi iizerine sicakliginin etkisi............. 38



OZET

Anoxybacillus sp. HBB229°UN LiPAZ URETIMI UZERINE KULTUR

KOSULLARININ ETKISi

Ozger G. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji

Program, Yiiksek Lisans, Aydin, 2022

Amag: Anoxybacillus sp. HBB229 tarafindan dretilen lipazin, iiretim kosullarinin
optimizasyonu yapilarak enzim iiretimi ve en yliksek verimde enzim {iretiminin saglanmasi

amaglanmustir.

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

olarak lipaz aktivite tayini yapilmistir.

Bulgular: Bu ¢alismada Aydin ili sicak su kaynaklarindan izole edilerek Adnan Menderes
Universitesi Biyoloji Boliimii kiiltiir stoklarinda kayitli bulunan HBB229 izolat1 kullanildi.
Lipolitik aktivite gosterdigi daha dnceden bilinen HBB229 izolati; termofilik, gram-pozitif,
endospor olusturan, ¢ubuk seklinde ve hareketli bir bakteridir. HBB229 susu en iyi enzim
tretimi i¢in kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde; karbon kaynagi olarak 9%0,5’lik misir yag,
azot kaynagi olarak %1’lik maya o6ziitli iceren, pH 8,00 ve 50°C’de saptanmistir. HBB229
izolat1 optimum kosullarda gelistirildiginde lipaz enzim iiretimi voliim aktivite dlgiimlerine
gore logaritmik faz ile dogrusal olarak arttigi ve 12 saat inkiibasyon sonrasi maksimuma ulastigi
tespit edilmistir. Anoxybacillus sp. HBB299 lipazinin pH 9,00’da ve 55 °C optimum aktivite
gosterdigi belirlendi.

Sonug¢: Anoxybacillus sp. HBB229 bakterisinden elde edilen lipazin, endiistriyel ve
biyoteknolojik alanlarda termostabil lipaz uygulamalarinda kullanim potansiyeli olabilecegi

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Anoxybacillus sp., Uretim Optimizasyonu, Termofilik, Enzim

Karakterizasyonu.



ABSTRACT

THE EFFECT OF CULTURE CONDITIONS ON LIPASE PRODUCTION BY
Anoxybacillus sp. HBB229

Ozger G. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and Applied
Sciences, Biology Program, Master’s Thesis, Aydin, 2022

Objective: This study is intended to assure enzyme production and enzyme production with
the best efficiency by improving the production conditions of lipase produced by Anoxybacillus
sp. HBB229.

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

(p-nitrophenyl laurate) as a substrate.

Results: In this study, HBB229 isolate, registered in culture stocks of microbiology
laboratuvary, Biology Department Adnan Menderes University, was isolated from the hot water
sources of Aydin province. It was previously known that HBB229 isolate have lipolytic activity
and is a thermophilic, gram-positive, endospore-forming, rod-shaped and motile bacterium.
When the culture conditions of HBB229 strain are optimized the best enzyme production were;
0.5% corn oil as carbon source, 1% yeast extract as nitrogen source, pH 8,00 and 50°C. It was
assigned that lipase enzyme production increased linearly with logarithmic phase according to
volume activity measurements and reached its maximum level after 12 hours of incubation
while HBB229 isolate was grown under optimum conditions. It was determined that
Anoxybacillus sp. HBB299 lipase showed optimum activity at pH 9,00 and 55 °C.

Conclusion: The results of this thesis study suggested that lipase obtained from Anoxybacillus
HBB229 bacteria has the potential to be used in thermostable lipase applications in industrial

and biotechnological fields.

Keywords: Lipase, Anoxybacillus sp., Production Optimization, Thermophilic, Enzyme

Characterization.
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1. GIRIS

Gezegenimizde yiiksek organizmalarin var olmasindan 6nce mikrobiyal yasam olusmaya
baslamistir. Mikrobiyal yasam sadece gordiigiimiiz hava, toprak ve gollerde degil, kutuplardaki
buzullardan, kaynayan volkanik bacalara, tuzlu gollerden sodali sulara ve yiiksek asitli
ortamlara kadar yayilmaktadir. Su sicakligimin yiiksek degerlere ulastigi ortamlarda bile
mikrobiyal yasam varligini siirdirmektedir. Bunun yaninda, 65 °C 'nin ilizerinde sadece
prokaryotik yasam formlar1 var olmasina ragmen, sadece bazi bakteri ve arke gruplar1 daha
yiiksek sicakliklarda hayatta kalabilir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar derin deniz termalleri
gibi farkli anaerobik habitatlarin varligi biyoteknolojik potansiyeli olan anaerobik
mikroorganizmalarin izole edilmesini miimkiin kilmaktadir (Akkaya ve Kivang 2008). Tiim
mikroorganizmalar, en yiiksek gelisim ve iireme oranlarini sergiledikleri bir sicaklik araligina
sahiptir. Bu sicaklik araligina optimum sicaklik denilmektedir. Bakteriler optimum
sicakliklarina gore siniflandirilirken ortaya dort farkli grup ¢ikmaktadir. Psikrofillerin optimum
sicakliklart diisiiktiir; mezofiller 1lik bir optimum sicakliga sahiptir, termofiller, yiiksek sicaklik
optimumlarina sahip mikroorganizmalardir ve hipertermofiller, ¢ok yiiksek sicaklik
optimumlarina sahip mikroorganizmalardir. Termofilik bakteriler gelisim sicakliklarina gore
tic gurupta incelenebilirler. Zorunlu veya ekstrem termofiller olarak bilinenlerin optimum
gelisim sicakliklar1 65-75 °C’dir, bu nedenle 40-42 °C’nin altinda gogalamazlar. Fakiiltatif
termofiller ise 50-65 °C arasinda gelisirler, fakat 30 °C’de gelisebilmektedirler. Termotolerant
olanlarin ise, maksimum gelisim sicakliklar1 45-50 °C’dir ve 30 °C’nin altinda da gelisebilirler.
Teorik olarak, maksimum gelisim sicakligi sivi haldeki suyun kullanilabilirligi ile kisith
olmasima ragmen, ¢evrenin asitligi arttikca, sicaklik iist sinirlarinin diistiigi bildirilmistir
(Brock, 1967).

Katalizor, kimyasal bir reaksiyonu baglatan ve bu reaksiyonun hizini etkileyen ve
harcanmadan kalan bir maddedir. Katalizor, bir veya daha fazla reaktan ile kimyasal bir bag
olusturur ve boylece reaksiyon doniistimiinii etkiler. Ancak, reaksiyon dengesi lizerinde 6nemli
bir etkisi yoktur. Cogu endiistriyel sentez ve neredeyse tlim biyolojik reaksiyonlar katalizor
gerektirir (Gtirel, 2001). Enzimler canli ve cansiz ortamdaki tepkimeleri katalize eden organik
molekiillerdir. Tiim canli organizmalarda sentezlenmektedirler. Hiicre dis1 aktiviteleri; kararli
irlin vermeleri, ¢esitli pH ve sicaklikta ¢alismalar1 nedeniyle endiistride, tip, kozmetik, deterjan

endiistrisi, deri, atik sularin temizlenmesi, gida gibi alanlarda kullanilmaktadirlar. Enzimler 20.
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ylzyilda mikroorganizmalardan kesfedilmesine ragmen, izolasyonu, Ozelliklerinin
karakterizasyonu, deneme Olceginde iiretim ve biyo-endiistride uygulamalar1 ile ilgili
calismalar siirekli ilerlemis ve bilgiler diizenli olarak gilincellenmistir (Nigam, 2013).
Giliniimiizde yaklasik 4000 enzim bilinmektedir ve bunlarin 2004 ticari kullanimdadir.
Endiistriyel enzimlerin temel kaynagi mikroorganizmalardir. Mikroorganizmalarin enzim
tiretiminde kullanilmasinin bazi 6nemli avantajlar1 vardir. Bitki ve hayvan enzimleriyle
karsilagtirildiginda mikrobiyal enzimler asir1 kosullarda daha yiiksek stabilite gosterebilir ve
daha yiiksek miktarlarda tiretilebilirler. Dahasi, mikrobiyal enzimlerin {iretimi organik atiklar
iizerinden diisiik maliyetle gerceklestirilebilmektedir. Ote yandan, enzim iiretici
mikroorganizmalar kolay ve hizli bir sekilde taranabilmekte ve enzim tiretimini artirmak igin
gerekli olan genetik modifikasyonlar mikroorganizmalar iizerinde daha kolay
gerceklestirilebilmektedir (Baltaci vd., 2019).

1.1. Enzimler

Enzimler, hiicrelerin i¢inde veya disinda kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize
edebilen proteinlerdir. Bunlar, substrat tipine oldukca spesifik dogal katalizorlerdir ve yiiksek
dontisiim oranlar ile hafif sicaklik, basing ve pH kosullar1 altinda ¢alisirlar (Silva, ve Guidini,
2019). Di1s ortamda da aktivite gdsterebilen enzimler, biyoteknolojik yontemlerle ¢esitli canli
gruplarindan izole edilebilmekte ve farkli endiistriyel alanlarda kullanilabilmektedir.
Biyoteknolojinin gelismesi ve ilerlemesi ile canli hiicrelerden elde edilen enzimler; bira
tiretiminde, siitgiiliikte, etlerin iglenmesinde, meyve suruplarinin berraklastirilmasinda, gida
alaninda, yag atiklarinin par¢alanmasi i¢in deterjan sektdriinde, deri ve dokuma sanayide, tipta
tan1 ve teshislerde, tibbi tedavi yontemlerinde, deterjan ve diger kimyasal temizleyicilerin

agartma islemlerinde biiyiik katki saglamaktadir (Sekil 1.) (Voget vd., 2006).



m Tekstil EndUstrisi Yiyecek Endustrisi u Temizlik Enddstrisi

m Etanol Tahil EndUstrisi Hayvan Yemi Enddistrisi

Sekil 1. Enzimlerin endiistriyel kullanim alanlar1 (McAuliffe vd., 2007).

Enzimler bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan iretilir (Abdel-Fattah vd.,
2008). Gilinlimiizde endiistriyel amacli  kullanilan  enzimlerin  yaklasik  %96's1
mikroorganizmalar tararafindan {iretilmektedir (Aehle, 2007). Bunlarin yaklasik %60
filamentli mantarlar, %24'i bakteriler, %6's1 hayvanlar, %4'i mayalar ve %2'si Streptomyces
tarafindan tiretilir (Lowe vd., 2001). Bu kaynaklar arasinda mikrobiyal enzimler, yliksek enzim
verimleri, ¢ok ¢esitli katalitik aktiviteleri, mevsimsel {iretim farliliklarinin olmamasi sebebiyle
sirekli  kullanilabilirligi, genetik manipiilasyon kolayligt ve ucuz ortamlarda
mikroorganizmalarin hizli biiyiimesi nedeniyle genellikle daha faydali kabul edilmektedir
(Bakir vd., 2017). Diinya enzim satist yilda 2 milyar dolarin iizerindedir. Satiglarin yaklasik
ylizde 50'si deterjan, siit ve deri endiistrileri tarafindan kullanilan proteolitik enzimlerden
gelmektedir. Pisirme, demleme, damitma, nisasta ve tekstil endiistrilerinde kullanilan baslica
amilazlar, izomerazlar, pektinazlar, seliilazlar ve hemiseliilazlar olmak iizere karbohidrazlar,
toplam enzim pazarinin yaklagik %40'in1 temsil etmektedir (Sekil 1. ve Tablo 1.) (McAuliffe
vd., 2007). Enzimler, endiistriyel katalizorler olarak olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir.

Kimyasal katalizorlere kiyasla Tablo 1.’de listelenen avantajlar1 sunarlar.



Tablo 1. Biyokatalizorlerin kimyasal katalizorlere gore endiistrideki avantajlart (McAuliffe
vd., 2007).

Biyokatalizirlerin Endiistrivel Avantajlar:

- Eylemde spesifiktirler ve bu nedenle istenmeyen yan reaksiyonlarin
olusumunu en aza indirirler.

- Ham formda kullanildiklarinda nispeten ucuzdurlar.

- Enzimlere bagh olarak cok cesitli kosullar altinda kimyasal doniistimler
icin etkilidirler.

- Genetik yollarla degistirilebilir ve gelistirilebilirler.

- Nispeten toksik degildirler ve bu nedenle gida prosesleri ve tibbi
tedavilerdeki uygulamalar icin kabul edilebilirler.

- Cok cesitli substrat konsantrasyonlari icin etkilidirler.

1.2. Enzimlerin Tarihgesi

Enzimatik reaksiyonlarin dogasi bilinmemekle birlikte, tarih 6ncesi ¢aglardan beri 6nce
gozlemlenmis ve daha sonra da kullanilmistir. Siitiin mayalanmasi, alkol, sarap, sirke ve peynir
iretimi i¢in seker fermantasyonu ve ekmegin fermantasyonu gibi enzimatik reaksiyonlar uzun
siredir bilinmekte ve kullanilmaktadir. Yunanlilar, sarap yapmak i¢in fermantasyon
kullaniminin kesfini Bacchus'a baglarlar. Bu reaksiyonlara enzimlerin neden oldugu
bilinmektedir. Ancak uzun bir siire bu reaksiyonlarin ancak bazi mikroorganizmalarin varligi
ve varligi ile miimkiin olabilecegi diisiiniilmiistiir. Payen ve Persoz, 1833'te malt ekstraktindan
nisastay1 alkolle doniistiiren enzimi izole etti ve buna diastaz adin1 verdi. Ayni zaman araliginda
Beaumont, mide suyunun sindirim etkisinin kimyasal bir maddeye bagl oldugunu kesfetti ve
Bchvrann bu maddeyi 1836'da izole etti ve buna pepsin adini verdi. Leuchs ve Claire Bernard'in
tiikiirik ve pankreas suyunun sindirim maddeleri veya mayalari {izerindeki ¢alismalar1 da bu
zaman araligina denk gelmektedir. Louis Pasteur fermantasyonu, paslandiric vb. gibi kimyasal
reaksiyonlarin canli mikroorganizmalar tarafindan meydana getirildigi gosterilmistir. Ancak
Pasteur, bu olaylarin ancak bozulmamis canli hiicreler tarafindan meydana getirile bilecegini
iddia etti. Bu nedenle fermantasyon gibi enzimatik reaksiyonlarda canli hiicrelerin varliginin
esas oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak Biichner, fermente olan maya hiicrelerini kumla ezerek

hiicreleri pargaladiktan ve bu karisimin yiiksek basing altinda siiziilerek, glikozun fermente
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edilmesiyle elde edilen bu hiicresiz sivinin, fermantasyon gibi enzimatik reaksiyonlarda canl
hiicrelerin varliginin sart olmadigini gosterdi. Pasteur'iin fikrinin aksine maya hiicrelerinin bu
reaksiyonlari katalize eden bir enzim karigimi igerdigi anlasildi.

Enzim adin1 W. Kiihne vermis ve maya anlamina gelmektedir. Ancak giiniimiizde enzim
kelimesi, kokeni ne olursa olsun tiim biyolojik katalizorler i¢in kullanilmaktadir (Enzimler,
1965). Emil Fischer'in 1894'te baslayan miiteakip caligsmasi, enzimatik eylemin, 6zellikle
substrat 6zgiilligii kavraminin daha iyi anlagilmasina yol acti. Eduard Buchner'in daha sonraki
calismalari, hiicresiz bir sistemde alkolik fermentasyonu gosterdi ve bu teori ilk basta genis
capta kabul gormese de enzimlerin sorumlu oldugunu 6ne siirdii. Enzimlerin protein yapisi,
1926'da James B. Sumner tarafindan iireazin kristallestirilmesi yoluyla gosterildi ve bu
katkilarindan dolay1r 1946 Nobel Odiilii'nii aldi. Enzimin ve proteinlerin genel olarak kesin
yapisi, lizozimin 3-D yapisinin nihayet X 1s1m1 kristalografisi yoluyla Phillips ve calisma
arkadaglar tarafindan ¢ikarildigr 1965 yilina kadar belirsiz kaldi. Kimyasallarin tiretiminde
biyokatalizin kullanimi, 1960'larda Japon Tanabe Seigaku tarafindan kiral olarak saf amino
asitlerin tiretimi i¢in immobilize edilmis aminoasilazlarin gelistirilmesi ve 6-aminopenisilanik
asit'lerin (6 APA) iiretimi i¢in penisilin asilaz uygulamasiyla ciddi ilgi gormeye basladi. 6-APA,
yar1 sentetik antibiyotiklerin liretiminde 6nemli bir ara madde. Yiiksek fruktozlu misir surubu
(HFCS) iiretimi 1969'da Takasaki ve ¢alisma arkadaslar tarafindan gelistirilen tiim hiicreleri
kullanan bir toplu islemin uygulanmasiyla basladi." HFCS'nin endiistriyel iiretimi, diinya
capinda en biiyiik biyolojik doniisiim olmaya devam ediyor. Bu uygulamalar, proteazlarin artan
kullanimiyla ayni zamana denk geldi. Temizlik ve endiistriyel enzimlerin iiretiminde ve
izolasyonunda 6nemli gelismeler 1970'lerde rekombinant DNA teknolojisinin ortaya ¢ikisini,
1984'te Cetus Corporation'da ¢alisirken Kary Mullis tarafindan DNA amplifikasyonu i¢in giiclii
PCR reaksiyonunun gelistirilmesi izledi. Biyotipta devrim yaratmanin yani sira, bu ve diger
teknolojiler, yeni biyolojik doniisiimlerin ekonomik olarak uygulanabilir hale geldigi noktaya
kadar birgok vahsi tip enzimi degistirme ve iyilestirme kabiliyetine yol agmistir (McAuliffe vd.,
2007).

1.3. Enzimlerin Isimlendirmesi

Su anda enzimler i¢in iki farkli isim benimsenmistir: geleneksel ve sistematik. Bir
enzimin geleneksel veya rasyonel adi, enzimin etki ettigi madde veya reaksiyonun adinin

sonuna az eki getirilerek olusturulur.



1.3.1. Geleneksel isimlendirme

Enzimler i¢in ilk zamanlarda genel bir tanima 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.

1.3.2 Sistematik isimlendirme

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi Enzim Komisyonu

(IJUBMB-EC) tarafindan 4 rakamla tanimlanir.

1.4. Enzimlerin isimlendirilmesi ve Simiflandiriimasi

Giiniimiizde enzimlerin siniflandirilmasi gesitli kategorilere gore degismektedir. Ornegin
kompozisyonlarina gore; Basit enzimler ve bilesik enzimler olarak iki kisimda incelenir. Basit
enzimler, sadece proteinden olusan tek veya g¢oklu alt birimleri olan enzimler iken bilesik
enzimler, protein alt yapisina ek olarak kii¢iikk bir organik molekiill veya metal igeren
enzimlerdir. Enzimleri bulunduklar1 yere gore ekzoenzimler (hiicre disi) ve endoenzimler

(hiicre i¢i) olarak siiflandirmak miimkiindiir (Topal, 1985).

Enzimlerin organizmalarin yasam aktivitelerinde ©nemli bir yeri vardir. Enzimler
metabolizmayi, beslenmeyi, enerjiyi ve diger pek ¢ok kimyasal reaksiyonu yonetir. Uluslararasi
Biyokimya Birligi (IUB), siiflandirma kategorilerinin ¢ok ¢esitli olmas1 nedeniyle karisikligi
Oonlemek i¢in enzimlerin kendi adlarina ek olarak sistematik isimlerle de siniflandirilmasini
onermis ve bu smiflandirma enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonun tipine ve
mekanizmalara gore diizenlenmistir. Sistematik isimlendirmede enzimler katalize ettikleri
reaksiyonlara gore yedi gruba ayrilirlar. Her enzimin bir kod numarasi vardir. Kod numarasi
disinda sistematik bir isim de verilir. Bu sistematik ad, substratin adin1 veya tiim substratlarin
adin1 igerir -az ile biten kelime, katalize edilen reaksiyonun islevini gosterir. Bu kelime,
enzimlerin 7 ana sinifindan veya alt siniflarindan birini ifade eder (Tablo 2.). Tepkime iki tiir

degisim igeriyorsa, ikinci islev parantez i¢inde gosterilir.



Tablo 2. Enzim siniflar1 ve katalizledikleri reaksiyonlar.

Enzim simifi

Gergeklestirdigi reaksiyon

E.C.1. Oksidorediiktazlar

Rediiksiyon ve oksidasyon bu enzimlerin
tepkimeleridir. Yiikseltgenme ve indirgenme
reaksiyonlarinin katalizlendigi enzim
gruplaridir

E.C.2. Transferazlar

Alic1 ve verici molekiil arasinda hidrojen
haricinde atomlarin transfer edildigi
enzimlerdir.

E.C.3. Hidrolazlar

Tepkime sonucunda bir mol su katilmasi ile
baglari hidrolize eden enzimlere denir.

E.C.3. Hidrolazlar

Tepkime sonucunda bir mol su katilmasi ile
baglari hidrolize eden enzimlere denir.

E.C.4. Liyazlar

Bilesiklerden su molekiilii ¢tkmadan substrat
gruplarinin uzaklastirilmasi, ¢ift baglarin
olusturulmasi reaksiyonlarinin
gerceklestirildigi enzimlerdir.

E.C.5. Izomerazlar

Molekiillerde degisiklik yapan ve diziligini
degistiren enzimlere denmektedir.

E.C.6. Ligazlar

ATP veya GTP gibi yiiksek enerjili fosfat
bilesiklerinden fosfat baginin parcalanmasi
sonucu agiga ¢ikan enerji ile bilesiklerin
baglanma reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerdir.

E.C.7. Translokazlar

Iyonlarin veya molekiillerin membranlar
arasindaki hareketini veya bunlarin
membranlar i¢cindeki ayrilmasini katalize
etmektedirler.




Tablo 3. Enzimlerin siniflandirilmasi ve endiistriyel kullanim alanlari.

Enzim simfi Enzim Girevi
Gluko cksidaz Hamr giiglendirmek
Oksidorediiktazlar Meyve sularmm netlestirilmesi ve bira yapumnda
Laldaz aroma arttirmak
Lipoksizenaz Hammr giiclendinlmesi elmek bevazlatmada
Siklodekstrin Siklodekstrin firetin
Glikoziltransferaz
Transferazlar Fruktoziltransferaz Frultoz oligomerlerinin transferi
Transglutaminaz Viskoelastik dzellitlerinin modifikasyonu, hanmr
isleme. et igleme
Nigasta sivilastirma
Baf émriini artumalk ve nemli tutarak kalitesinin
Amilaz tyilestiribmesi
Ekmege yunmsaklik ve hacim katilmas un ayan
Homojen maya fermantasyomnun saglammas
Suyu aritma
Drizgiik kealorih bira firetinu
Galalktosidaz Hayvani yem olarak knllanilr
Glukanaz Arpa ve hayvan yenu clarak kullanilan yulafin
viskozite azalmass, sindirin geligtirme
Glukoamilaz Sakarifilasyon
Invertaz Sakkaroz hidrolizi, seker surobu fretimi
Laktaz Laktozun hidrolizi, peyniralts suyw hidroliz
Lipaz Peynire tat. hammmn havalandimilmas: igin
emiilsivon, aromatik moleldillerin sentezi
Protemnin hidrolizi, siitiin pihtilagmas:, diigiik
Hidrolazlar Proteaz alerjenil: bebek zidasy,
Siit ve peynir de lezzet iyilestivme
Peltinaz Meyve suyu dumltma
Peptidaz Proteinin hidrolizi, peynirin olgunlagmas
Fitaz Fitattan fosfat serbest bualalmas gelismis
sindirilme
Liyazlar Asetoasetat Dekarbolsilaz Biramnsn olgunlagmas
Izomerazlar Ghikoz [zomera

Glukozun fiultoza izomerasyonn




1.5. Enzimlerin Uretimi

Enzimler artik, biiyilik kapasiteli yiliksek tonajli islemlerden, rafine kullanimlar i¢in kii¢iik
Olcekli uygulamalara ve enzimlerin 6zel olarak kabul edildigi arastirmalara kadar cesitli
uygulamalar i¢in tiretilmektedir (Thomas vd., 2002). Her enzim i¢in aktivitelerinin maksimum
oldugu pH ve sicaklik degerleri vardir. Bu degerlerin {istiinde ve altinda aktivite azalir. Ancak
tim enzimlerin pH-aktivite egrileri aynmi degildir (Kiran vd., 2006). Diger yandan,
biyoteknolojik islemlerin yiiksek sicakliklarda gerceklestirilmesi bir¢cok fayda saglar.
Sicakligin arttirilmasi, organik bilesiklerin ¢oziiniirliigii ve biyoyararlanimi agisindan énemli
etkilere sahiptir. Sicakliktaki artig, viskozitede bir azalmay1 ve organik bilesiklerin difiizyon
katsayisinda bir artisa neden olur. Sonug¢ olarak, kiiciik alanlarda yiiksek reaksiyon hizlar
gerceklesir (Niehaus vd., 1999). Uretim diizeyi ve uygulama tiirii, iiretimin siirec tiiriinii de
tanimlar. Tipta ve saglik iirlinlerinde kullanilacak 6zel enzimler genellikle yiiksek saflik
seviyelerinde ve oldukca kiiclik miktarlarda gerekirken, gida, yem, kumas ve yakitin toplu
tiretiminde kullanilan enzimler genellikle olduk¢a ham miistahzarlar (hazir ilag) olarak yiiksek
oranda Uretilir. Biiyiik 6l¢ekli islemler i¢in in mobilize enzimlerin artan kullanimi, daha saf

enzim preparatlarina olan talebi artirmaktadir.

Uretim siireci, enzimin kaynagina ve lokalizasyonuna baghidir. Bitki ve hayvan kaynakli
enzimler, ilgili dokulardan basitge ekstrakte edilebilir veya ilgili sivilardan geri kazanilabilir.
Mikrobiyal enzimler ise genellikle fermentasyon yoluyla iiretilir veya kullanilmis fermantasyon
ortamindan (hiicre dis1 enzimler) ya da hiicre yirtilmasi veya gecirgenlestirme yoluyla

ekstraksiyondan sonra hiicre macunundan geri kazanilir (Aehle, 2007).

Uretim siirecini dort asamaya ayirabiliriz:
1. Enzim sentezi: Ureten hiicrelerin cogalma ve yayilma asamasini temsil eder.
2. Enzim geri kazanmimi: Enzimin {iretici hiicre sisteminden ekstraksiyonunu temsil eder
ve kati-s1v1 ayrimlarimni, hiicre ekstraksiyonunu ve/veya konsantrasyonunu igerir.
3. Enzim saflastirmasi: Enzim geri kazanimindan sonra istenmeyen Kkirleticileri (esas
olarak eslik eden proteinler) ortadan kaldirmay1 amaclayan bir dizi islemi temsil eder.
4. Enzim iiriin formiilasyonu: Enzim iirliniine nihai sunumunu vermeyi amaglayan farkl

islemlerden olusur; son islemlerini, stabilizasyonu ve standardizasyonu igerir.



1.6. Lipazlar

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar, E.C. 3.1.1.3), trigliseritlerin gliserol ve serbest yag
asitlerine hidrolizini katalize eden hidrolazlardir. Ek olarak lipazlar, diger esterlerin hidrolizini
ve transesterifikasyonunu ve ayrica esterlerin sentezini katalize eder ve enantioselektif
ozellikler sergiler (Singh ve Mukhopadhyay 2012). Lipazlarin dogal substratlar1 olan uzun
zincirli yag asitlerinin gliserin esterleri suda az ¢oziintir. Lipazlar, enzimin ¢6ziindiigii sulu faz
ile su ile karismayan substrat faz1 arasindaki ara yiizde ester baglarinin hidrolizini katalize eder.
Lipazlar suda ¢oziiniir esterlere karsi ¢ok diisiik aktiviteye sahiptir (Eren, 2002). Lipazlar
deterjan, oleokimyasal, organik sentez, mandira, kat1 ve sivi yag modifikasyonu, farmasotik

gibi ¢ok ¢esitli endistrilerde ¢esitli uygulamalara sahiptirler (Gupta vd., 2007).

Lipazlar bitki, hayvan ve mikrobiyal kokenlidir, ancak mikrobiyal lipazlar endiistriyel diizeyde
uiretile bilirler ve daha yiiksek katalitik aktivite, mevsimsel degisikliklerden bagimsiz iiretim,
genetik manipiilasyon kolaylig1 nedeniyle biyoteknolojik uygulamalarda ve organik kimyada
en yaygin kullanilan enzim smifin1 temsil ederler. Istenen dzellikler, toplu miktarda iiretim ve
daha ucuz yetistirme kiiltiirii ortaminin kullanimi, genetik ve ¢evresel manipiilasyon kolayligi,
mikrobiyal lipazlarin {iretimi icin, ¢esitli katalitik aktivitelerle degistirilmis enzim iiretmemize
izin verip fayda saglamaktadir. Bakteriyel lipazlar hiicre ici, hiicre dis1 veya zara bagli olabilir.
Cesitli kaynaklardan lipaz iiretiminin cesitli yonleri ve uygulamalar1 hakkinda kapsamli

calismalar yapilmistir ve halen yapilmaktadir (Javed vd., 2018).

1.6.1. Mikrobiyal Lipazlar

Mikrobiyal lipazlarin ¢ogu ticari olarak mantarlardan, mayalardan ve bakterilerden elde
edilir. Lipazlarin izolasyonu i¢in yeni kaynaklar, genis pH araligina ve yiiksek termal stabiliteye
dayanma yetenekleri nedeniyle genis uygulamalar i¢in aranmaktadir. Bu anlamda bakteriyel
lipazlar, diger mikroorganizmalardan ekstrakte edilen lipazlara kiyasla daha yliksek
sicakliklarda daha kararli ve genis bir pH araligina toleransli olduklari i¢in 6nem kazanmustir.
Bu nedenle, organizmalarin uygun sekilde taranmasi, saflastirilmasi ve karakterizasyonu,
oldukga aktif ve kararli lipaz {iretimi i¢in 6nemli hale gelmistir. Simdiye kadar ¢ok sayida lipaz
tireten bakteri kaynagi bilinmesine ragmen, sadece birka¢i ticari olarak kullanmaktadir.
Bunlardan en onemli olanlari; Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,

Burkholderia, Chromobacterium ve Pseudomonas bakteri tiirleridir. Bunlar arasinda,
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Pseudomonas'tan elde edilen lipazlar, farkli 6zelliklerine bagl olarak ticari 6nemleri nedeniyle
cesitli biyoteknolojik ve katalitik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ramani vd.,
2010). Kullanilan ¢esitli bakteriyel lipazlar arasinda, Pseudomonas ve Burkholderia
cinslerinden olanlar, sicaklik kararlilif1, yiiksek enantiyo-secicilik ve daha genis pH araliginda
aktivite gibi 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle her iki bakteri grubunun da trettigi enzimlerin
endiistriyel kullanim1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu nedenle Pseudomonas sp. kullanilarak
elde edilen lipaz iiretimi konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir. Giiniimiizde biiyik bir
problem olan endiistriyel atik malzeme olarak atilan lipit substratlardan ve lipid igeren kati
atiklardan lipolitik enzimlerin iretilmesi ¢evre dostu bir teknolojinin gelistirilmesine yol
acabilir (Gupta vd., 2004). Bu sebeple yiiksek stabiliteye sahip lipaz enzimi lireten bakterilerin

karakterizasyon ve saflastirilma islemleri bu endiistriyel soruna yeni bir umut olabilir.

1.6.2. Termofilik Bakterilerde Lipaz Enzimi

Termofilik bakteriler, toprakta ve volkanik habitatlarda yaygindir ve siirl bir yasam
alanina sahiptirler. Yine de tlim ana besin Ogelerini tiiketirler ve mezofilik bakterilerle ayni
substratlart metabolize ederler. 60°C'nin oldukga {izerindeki optimum biiytime sicakliginda
cogala bilirler, bu 6zelikleri son derece termal olarak kararli biyo molekiiller ile iliskilidir.
Yiiksek sicaklikta biiylime ve benzersiz biyo molekiillerinin varliginin bir sonucu olarak,
termofilik bakteriler, benzer mezofilik tiirlere gore yiiksek metabolik hizlara, fiziksel ve
kimyasal olarak kararli enzimlere ve daha diisiik bliylimeye ancak daha yiiksek son iiriin
verimine sahip olabilir (Zeikus, 1979). 50°C ile 80°C arasindaki sicakliklarda gelisen termofilik
mikroorganizmalar (6rnegin: Geobacillus, Alyciclobacillus, Anoxybacillus) tarafindan
sentezlenen enzimler, endiistriyel biyokatalizde bulunan gesitli engellerin iistesinden gelmek
icin bize bir alternatif sunar. Ornegin, termofilik enzimler (genellikle termozimler olarak
adlandirilir) daha saglamdir ve ayn1 zamanda hem termostabil hem de termoaktiftir, bu da
onlarin yiiksek sicakliktaki biyoproseslerde en iyi sekilde performans gdstermelerini saglar
(Zhang vd., 2016). Ayrica, ¢cogu endiistriyel uygulamada bulunan kosullar olan yiiksek basing
ve protein denatiire edici ¢oOziiciilere karsi genellikle toleranshidirlar. Bu o6zellikler onlart
mezofilik benzerlerinden istiin kilar. Endistriyel islemlerde daha yiiksek sicakliklarin
kullanilmas1 ayrica substrat ve iiriin ¢oziinlirliiglinii arttirir, hidroliz siiresini azaltir ve
mikrobiyal kontaminasyon riskini en aza indirir. Bu nedenlerle, termostabil enzimler

biyokatalizor olarak &zellikle arzu edilir (Atalah vd.,2019). ilging bir sekilde, mezofilik
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konakgilarda klonlanip eksprese edildiginde, termozimler, ebeveyn suslar1 ve konakei
arasindaki filogenetik mesafeye ragmen, bu 6zelliklerin genetik olarak kodlandigini gosteren

termal 6zellikler genellikle korunmaktadir (Vieille ve Zeikus, 2001).

1.6.3. Bakteriyel Lipaz Enziminin Karakterizasyonu

Literatiirde mevcut olan filogenetik analizler bakteriyel lipazlar arasinda genis ¢apta
cesitlilik oldugunu gostermektedir. Yag asidi yan zincirlerinde C2 ila C16 (p-NP asetat ila p-
NP palmitat) sahip cesitli p-Nitrofenil (p-NP) esterleri, bakteriyel lipazlar tarafindan hidrolize
edilebilir.  Bakteriyel lipazlarin c¢alisma sicakliklarinin ve pH'larinin optimum kosullari
sirastyla 15-70 °C ve 5.0-10,8 olarak belirtilmistir. Lipaz aktivitesi agisindan bu optimum
kosullar bakterilerin tiirii ve biiyiime kosullar1 ile giicli bir sekilde iliskilidir. Yiizey
hidrofobikligi, enzim aktivitesi, organik ¢oziiclilerde ve yliksek sicaklikta stabilite, proteolitik
diren¢ ve substrat toleransi, miihendislikle gelistirilmis bakteriyel lipazlarin 6zellikleridir

(Javed vd., 2018).

1.6.4. Bakteriyel Lipazlarin Fizikokimyasal Ozellikleri

Yakin zamanda incelenen (2010-2017) bakteriyel lipazlarin fizikokimyasal 6zellikleri
Tablo 4'te Ozetlenmistir. Bu calismalardan Halobacillus sp LY5 susu ve Pseudomonas
gessardii disindaki tiim bakteriyel lipazlarin 70 kDa'dan daha az molar kiitleye sahip oldugu
sonucuna varilabilir (Xin vd., 2012, Ramani vd., 2010). Gricajeva vd., (2016) ve Ramakrishnan
vd. (2016) tarafindan yapilan galismalarda sirasiyla Bacillus stratosphericus ve Enterococcus
faecium'dan alinan lipazlar i¢in minimum 19 ve 19.2 kDa'lik bir molar kiitle gézlemlenmistir.
Tablo 4’te 6zetlendigi gibi Pseudomonas gessardii, Spirulina platensis ve Bacillus pumilus
RK31'den elde edilen lipazlar, asidik pH'da optimal olarak ¢alisirken, diger tiim bakteriyel
lipazlar alkali pH'ta calismaktadir.
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Tablo 4. Son zamanlarda ¢alisilan bakteriyel lipazlarin fizikokimyasal 6zellikleri.

Bakterivel Lipaz Enzimi

Bakteriyel Sug Kiitle Optimum Optimum Kaynak
(kDa) PH Sicakhk
(°C)
Halobacillus sp. strain | 96 10,0 50 (Xan vd., 2012)
LY5
Pseudomonas gessardii | 92 5,0 30 (Ramani vd.. 2010)
Bacillus stratosphericus | 19 9,0 35 (Gricajeva vd., 2016)
Enterococcus faecium 19.2 10,8 40 glémél;akﬁslnm vd.,
201
Spirulina platensis 45 6,5 45 (Demir ve Tiikel, 2010)
Bacillus pumilus 27 8.0 45 (Faouzi vd.. 2015)
Streptomyces lividans 31.43 8.0 50 (Wang vd., 2016)
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2. KAYNAK OZETi

Simdiye kadar bir dizi termofilik lipaz iireten bakteri tanimlanmistir. Janssen vd. (1994)
biyoteknolojik uygulamalarla termostabil enzimleri arastirirken, tek karbon kaynagi olarak bir
trigliserit kullanarak lipaz tireten bir termofilik bakteri izole etmislerdir. Bu ¢alismada yeni
izole edilmis son derece termofilik Bacillus sp. Yeni Zelanda'nin Kuzey Adasi'ndaki Waimangu
termal alanindan izole edilmistir. Bu bakterinin 70 °C'de tripalmitin ve diger trigliseritler
tizerinde biiyiiyebildigi ve 70 °C'de 60 dakika ve 85 °C'de 12 dakika yarilanma dmriine sahip

bir p-nitrofenil-palmitat esteraz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir (Janssen vd., 1994).

Schmidt-Dannert vd. (1994)’iin ¢alismasinda, lipaz aktivitesi, substrat olarak keten
tohumu yagi, balik yagi, triolein, soya fasulyesi yagi ve zeytinyagi ile ol¢iilmiistiir. pH-stat testi
sirasinda keten tohumu yagi ile %155, soya fasulyesi yagi ile %113, balik yagi ile %89 ve
triolein ile %87 (%100 = zeytinyagi ile aktivite) seviyesinde enzim aktivitesi gézlemlenmistir.
Bu calismaya gore, lipazin 6zellikleri su sekilde 6zetlenebilir; yiiksek ¢alisma sicakligi, iyi
stabilite, kolay ve ucuz immobilizasyon ve 6zellikle immobilize formdaki organik solventlere
kars1 yiiksek stabilite 6zellikleri lipazi teknik uygulamalar i¢in iyi bir aday yapmaktir (Schmidt-
Dannert vd., 1994).

Chis vd. (2013) tarafindan yapilan bir calisma, E. coli'de klonlanmis ve asir1 hiicre dist
esteraz/lipaz eksprese eden yerel bir Anoxybacillus flavithermus susu tanimlamistir.
Anoxybacillus flavithermus, genis bir sicaklik araliginda (30-72°C) biiyiiyen, fakiiltatif olarak
aerobik, endospor olusturan, orta derecede termofilik Gram pozitif bir gubuk olarak tanimlanir
(Heinen vd., 1982). Saflastirilmis rekombinant enzimin, aminoasit dizisi, yapisal 6zellikler ve
biyokimyasal 6zellikler agisindan diger birkag¢ termostabil Anoxybacillus ve Geobacillus’un
karboksil esteraz enzimlerine ¢ok benzer bir dizilime sahip oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada
karakterize edilen A. flavithermus T1 Esteraz/Lipaz dahil olmak iizere bu ailedeki ilgili
esterazlarin kisa bir karsilastirmasi, bunlarin yaklasik 245-249 amino asit kalintis1 dizisini
paylastiklarini, molekiiler agirlik yaklasik 25-30 kDa ve optimum ¢alisma sicakliklarinin 60-
65 °C oldugu gosterilmistir. En ¢ok 60-65 °C'de ve notre yakin aralikta (pH 6,5-8) aktif olan
saflagtirllmis ekstraselliiler esteraz/lipaz enzimi, 60°C'de yaklasik 5 saatlik bir yar1 6miir
sergilemistir. Ayrica, bu enzimin metanol, DMSO, asetonitril gibi ¢oziiciilere yakin bir tolerans

sergiledigi ve diisiik konsantrasyondaki deterjanlar (SDS, Triton) ile termostabilitesinin arttig1
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rapor edilmistir. En yiiksek aktivite p-nitrofenil biitirat ile elde edilmis, ancak enzim triolein

gibi ayn1 zamanda uzun zincirli yag asidi esterlerini de hidrolize edebilmistir. (Chis vd., 2013).

Bakir ve Metin, (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Aydin/Tiirkiye'deki dogal kaplicalardan
izole edilen ve Adnan Menderes Universitesi Biyoloji Béliimii kiiltiir stoklarma kayitli 201
termofilik bakteriyi kullanmigladir. Bu bakterilerin 43'tiniin lipolitik aktivite, 22'sinin ise lipaz
aktivitesi gosterdigi belirtilmistir. Bu ¢alismada 22 izolatin lipaz pozitif oldugu saptanmis ve
LB broth ortaminda biiyiitiilerek kantitatif lipaz aktiviteleri saptanmistir. HBB 134 susu 19,925
U/mL lipaz aktivitesi ile en iyi lipaz iireten izolat olarak segilmistir. 16S rRNA dizilerine gore
izolatin Anoxybacillus flavithermus ile maksimum benzerlik (%99) gosterdigi tespit edilmistir.
HBB 134’ten elde edilen en iyi enzim iiretimi ise karbon kaynagi olarak %0,5 zeytinyagi ve
nitrojen kaynagi olarak %0,5 pepton iceren ortamda, pH 6,50 ve 45 °C'de belirlenmistir. HBB
134 izolat1 optimum kiiltiir kosullarinda biiyiitiildiigiinde, lipaz {iretiminin logaritmik biiyiime
fazinin baslangicinda basladig1 ve logaritmik fazin ortasinda (12 saat) maksimum seviyeye

ulastigini ortaya koymuslardir (Bakir ve Metin, 2015).

Ayni1 g¢alisma grubunun 2016 yilindaki ¢aligmasinda, Anoxybacillus flavithermus HBB
134 kaynakli bir hiicre i¢i lipazini, 7,4 kata kadar saflagtirmistir. Enzimin molekiiler kiitlesinin
yaklasik 64 kDa oldugu tespit edilmistir. Enzimin maksimum aktivitesi pH 9,0 ve 50 °C'de
oldugunu saptanmustir. Enzim pH 6,0 ile 11,0 arasinda 25 °C, 40 °C ve 50 °C'de 24 saat boyunca
stabillitesini koruyabildigi ortaya konulmustur. Substrat olarak p-nitrofenil laurat (pNPL)
kullanildiginda enzimin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,084 mM ve 500 U/mg olarak tespit
edilmistir. Gliserol, sorbitol ve mannitol, enzim termostabilitesini arttirdigini ve enzimin
aseton, etil asetat ve dietil etere karsi olduk¢a kararli oldugunu belirten bulgular elde
etmislerdir. Uzun zincirli triagilgliserolleri tercih ettigi i¢in enzimin gergek bir lipaz oldugu

varsayilmistir (Bakir ve Metin, 2016).

Bakir ve Metin, (2017) yaptiklari ¢alismada, termofilik Anoxybacillus sp.'nin lipaz tiretim
karakterizasyonu igin ortam bilesenleri (karbon ve azot kaynaklar1), baslangig pH'1 ve
inkiibasyon sicakligini incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda, HBB16'in genis bir sicaklik
ve pH araliginda (45-55 °C ve pH 6,5-7,5 aras1) etkin bir sekilde lipaz iiretebildigi
gosterilmistir. Bununla birlikte, ¢alkalama hiz1 ve et 6zii konsantrasyonunun lipaz tiretimini
onemli Olgiide artirdig tespit edilmistir. Bu sonuglara gore, alternatif endiistriyel atiklar
enzimlerin ve mikroorganizmalardan elde edilen enzim {rlinlerinin {iretim maliyetlerini
azaltmak icin 6nemli bir kaynak olusturabilecegi varsayilmaktadir. HBB16 susunda lipazin

maksimum aktivitesinin 55 °C'de ve pH 9,5'te meydana geldigini gdsteren sonuglar, enzimin
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cesitli endiistriyel islemler ve uygulamalar i¢in faydali olabilecegini gostermistir (Bakir ve

Metin, 2017).

Shahinyan vd. (2017) lipaz iireten termofilik basillerin dagilimini ve spesifik lipaz
proteininin birincil yapilarini incelemek i¢in Ermenistan ve Daglik Karabag topraklarindaki
mezotermal (27,5-70 °C) kaynaklardan farkli cinslerden {i¢ lipaz iiretici bakteri izole
etmiglerdir. Fenotipik ozelliklerinin ve 16S rRNA gen dizilimi sonuglarma gore izolatlar
Geobacillus sp., Bacillus licheniformis ve Anoxbacillus flavithermus suslar1 olarak
tanimlamigtir. Yaptiklar1 cesitli ¢alismalarla Ermenistan'da, Yeni Zelanda'da bir jeotermal
kaynak ya da Tayvan'da kompost olsun, ¢cevreden bagimsiz olarak lipazlarin termostabilitesinin

evriminin ¢ok benzer bir Oriintiiye sahip oldugu sonucuna varilmstir (Shahinyan vd., 2017).

Yadav vd. (2018) yaptiklar1 calismada Nepal'in Myagdi ilgesinde bulunan Sinkosh,
Singha, Bhurung, Ratopani ve Paudwar adli bes kaplicadan izole ettikleri termofilik bakterileri
fenotipik ve genotipik yontemler kullanarak tanimlayip, karakterize etmislerdir. Sectikleri
suglari, termostabil enzimler i¢in taramislardir. Bakteriler morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerine gore 16 gruba ayrilmistir. Dahasi, 16 izolatin 16S rRNA dizi analizi ve filogenetik
analizi ise bes farkli taksonomik gruba ayrilmistir. Gruplar, referans suslarla > %95 benzerlik
temelinde Anoxybacillus, Aeribacillus, Brevibacillus, Bacillus ve Geobacillus cinsleri olarak
tamimlanmistir. Bu c¢alisma Nepal'in kaplicalarindan, Anoxybacillus sp. Brevibacillus sp. ve

Aeribacillus sp.'yi bildiren ilk ¢alismadir (Yadav vd., 2018).

Sahoo vd. (2020) lipaz bazli formiilasyonlar {izerine yaptiklar1 ¢aligmalarda oncelikle
termo-kararl bir Anoxybacillus sp. tiiriinii (ARS-1) Hindistan, Taptapani Hotspring'den izole
etmislerdir. Daha sonra, bu enzimi hardalli keki kullanilarak kati substrat fermantasyonu (KSF)
ile dort bagimsiz degisken (sicaklik, pH, % nem ve biyo-yiizey aktif madde) altinda istatistiksel
model merkezi kompozit tasarimi (CCD) kullanilarak optimum lipaz iiretimi i¢in karakterize
etmislerdir. Taptapani kaplicasindan elde edilen endiistriyel olarak uygun termostabil (57, 50
°C) ve alkali stabil (pH 8,31) 6zelliklere sahip Anoxybacillus sp. izolatinin yapilan istatistiksel
modelleme ¢aligsmalarina gore ekonomik olarak uygun lipaz iiretimi sagladigi gosterilmistir.
ARS-1 tarafindan {iretilen lipazin, hemen hemen tiim kimyasal deterjanlara ve ayrica yaygin

camagir deterjanina direng gosterdigini kanitlamislardir (Sahoo vd., 2020).

Yusoff vd. (2020) gram-pozitif ¢ubuk ve endospor olusturan bakterilerden petrolii
katalizleyen enzimler elde edilebilecegini gosterdiler. Karbon kaynagi olarak ham petrolii

kullanan Geobacillus sp.'nin hiicre dis1 ve hiicre i¢i alkan hidroksilaz analizi sonug¢larina gore
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bazi alkali enzimlerin hiicre disina atildiktan sonra hiicrelerin disinda asitlerle karsilastiginda
bozuldugunu gosteren sonuglar elde etmislerdir. Caligmalarinda, A. geothermalis tarafindan
ham petrol degradasyonu ilk kez rapor edilmistir. Bu izolatlar ve biyoremediasyon
potansiyelleri hakkinda tam bilgi sahibi olmak i¢in, daha ileri karakterizasyon ve yolaklar,
iretilen enzimler ve gen ifadeleri ile ilgili c¢alismalarin gelecekte yapilmasi gerektigi

belirtilmistir (Yusoff vd., 2020).

Louhasakul ve Cheirsilp, (2022) yaptiklar1 ¢calismalardan elde ettikleri mikrobiyal lipid
ve lipaz igin fermente edilebilir bir karbon kaynagi olarak ham gliseroliin potansiyel
kullanimina olanak saglayabilecegini bulmuslardir. Ayrica hem lipit hem de lipazin, biyodizel
besleme stogu ve katalizor olarak uygulanabilir oldugunu gostermislerdir. Daha da 6nemlisi,
yiiksek dontisiim verimi ile 100 “C'nin altinda gergeklestirilebilen dogrudan transesterifikasyon
icin umut verici bir uygulama oldugunu belirtmislerdir. Biyodizel iiretiminin stirdiiriilebilir,
ekonomik ve ticarilestirilmesi i¢in mikrobiyal lipazlarin kullanabilirligini ortaya koymuslardir

(Louhasakul ve Cheirsilp, 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

Tablo 5. Kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasal adx Katalog No
4-MNitrophenyl dodecanoate (p- | 61716

NLP)

Agar 05039
Arabigam 104228 1000
Etanol 1.00986.2500
Galaktoz 48263
Kazain 22090

LB Broth L3022
Maltoz M2250

Maya Ozitii 1.03753.0500
Msir vag C-8267

NaCl 31434
MNigasta 85654

Olive Oil 7534
Pepton-1 107228 0500
Pepton-2 77159

Sukroz 1.0751.100
Sit tozu 70166
Tirptone 16922
Tributirin 7752
Triolein T-7752
Na,CO, 969.023.1000
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3.2. Mikroorganizmalar

Bu c¢aligmada kullanilan termofilik Anoxybacillus sp. HBB229 susu daha 6nceden
Aydin/Tirkiye termal su kaynaklarindan Biyoloji Bolimii Biyokimya laboratuvar ekibi
tarafindan izole edilmistir. Bakteri stogu ¢alismaya baslamadan 6nce, igerigi Tablo 6’te verilen
Luria-Bertani (LB) agar ortaminda 50 °C’ de 24 saat gelistirilmistir. Bakteri stoklar1 daha sonra
steril kosullarda %20’lik skim milk ¢ozeltisi iceren cryotiiplere aktarildi. Sonraki denemelerde

kullanmak i¢in ADU Biyoloji Béliimii Biyokimya laboratuvarinda -80 °C’de saklandu.

Tablo 6. Luria-BERTANI Agar ortam igerigi.

Kimvasal madde Miktan
Tripton %l
Yaest ekstrakt %0.5
NaCl %l
Agar %1,5
15 dakika 121 °C’de stenil edildi.

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 karigimina final
konsantrasyonu 0,1 mM olacak sekilde eklendi. Optimum kosullar belirlenmeden 6nce ortam
bilsenleri Tablo 7°de 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 iki
durumda da enzim aktivitesini durdurmak i¢in 0,25 mL 0,1 M Na2COs kullanildi. Ardindan +4
°C’de 15 dk. boyunca 13.000 x g’de santrifiijj (Heraeus-Biofuge pico, Germany) edildi.
Sonrasinda  spektrofotometrik  olarak  kantititatif lipaz  aktivite tayini yapild1.
Spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700, Japan) olgiim yapilirken 410nm’de absorbans
Ol¢timii kore kars1 yapildi (Sigurgisladottir vd.,1993).

19



Tablo 7. Lipaz aktivite tayininde kullanilan ortamin bilesenleri.

Ornek Kir
800 uL Glisin-NaOH (50 mM. pH 8,50) | 800 uL Glisin-NaOH (50 mM., pH 8,50)
100 pL. Enzim c¢ézelti 100 uL. LB Broth

100 pul, pNPL (10 mM, etanolde)

100 ul. pNPL (10 mM, etanolde)

55 °C* de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

Reaksiyonu durdurmak icin 250 uL. 0.1 M Na>,COs; eklendi.

13.000 x g 'de 15 dk santrifiij edildi.

410 nm’de spektrofotometrede dlciildii.

Tablo 8. Optimum kosullar belirlendikten sonra lipaz aktivite tayininde kullanilan ortamin

bilesenleri
Ornek Kir
800 L Glisin-NaOH (50 mM, pH 9.00) | 800 pL Glisin-NaOH (50 mM, pH 9.00)
100 pul. Enzim c¢ézelti 100 pL LB Broth
100 pL. pNPL (1 mM, etanolde) 100 pL. pNPL (1 mM, etanolde)

55 °C’ de 30 dakika inkiibasyona birakild.

Reaksiyonu durdurmak icin 250 plL 0,1 M Na;CO; eklend..

13.000 x g'de 15 dk santrifiij edildi.

410 nm’de spektrofotometrede 6lciildii.

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

olugmasini saglayan enzim miktari olarak belirtilmistir.

Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak o6lgiildiikten sonra Voliim Aktivitenin

hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil asagidadir.

m=( v .A).5l~
l.e.v.t
Gy VA

- mg protein/mL
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SA : Spesifik Aktivite (U/mg)

VA : Volum Aktivite (U/mL)

V : Reaksiyon Hacmi (mL)

| : Istk Yolu (1cm)

€ : Molar Absorbans Katsayisi (mM-1 cm-1)
Y : Ornek Hacmi (mL)

t : Inkiibasyon Zamani (30 dk)

A : Absorbans

SF : Seyreltme Faktorii

3.4. Kiiltiir Kosullarimin Anoxybacillus sp. HBB229 Lipaz Uretimi Uzerine EtKisi

3.4.1. Baslangic pH’inin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Fermantasyon parametrelinden biri olan pH’nin enzim iiretimi iizerine etkisini belirlemek
icin pH 4,00-10,50 arasindaki pH’larda 1 birim kademeli olarak artirilarak enzim tiretim ortami1
ayarlandi. HBB229 susunun stok kiiltiiriinden LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece
inkiibe edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbans1 600 nm’de 0,1 olacak sekilde (yaklasik olarak 8x10’
hiicre/mL) ayarlandi ve 50 mL enzim {iretim ortam1 i¢ceren 250 mL’lik erlenlere %1 oraninda
inokiile edildi. Kiiltiirler 50 °C sicaklikta, 150 rpm hizda calkalamali olarak 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu (ODsoo)

spektrofotometrik olarak tayin edildi.

3.4.2. inkiibasyon Sicakhginin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Fermantasyon parametrelinden biri olan sicaklifin enzim iiretimi iizerine etkisini
belirlemek i¢in 30-80 °C arasindaki sicakliklarda 5 birim kademeli olarak artirilarak énceden
belirlenen optimum pH 8,00’de iiretim ortami hazirlandi. HBB229 susunun stok kiiltiiriinden

LB broth igeren tiipe inokiile edilerek bir gece inkiibe edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbans1 600
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nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlandi ve 50 mL enzim iiretim ortami i¢eren 250 mL’lik erlenlere
%1 oraninda inokiile edildi. Kiiltiirler farkli sicakliklarda, 150 rpm hizda ¢alkalamali olarak 24
saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu (ODsoo)

spektrofotometrik olarak tayin edildi.

3.4.3. Lipaz Uretimi Uzerine Karbon Kaynaklarinin Etkisi

Enzim iretimi tizerine ¢esitli karbon kaynaklarinin etkisini saptamak i¢in karbon
kaynaklar (galaktoz, nisasta, sukroz, glikoz, laktoz, maltoz), ticari olarak satilan bazi yaglar
zeytin yagi (geleneksel iiretim), ay¢icek yagi (ticari), pamuk yag (ticari), misir yagi (ticari),
findik yag (ticari) ve analitik safliktaki yaglar (misir yagi, pamuk yagi, misir yagi, soya yagi,
triolein) kullanildi. Denenen tiim karbon kaynaklari i¢in yag icermeyen besi yerlerine LB broth
yag igerenlere ise %0,5 g gum arabic igeren LB broth ortami kullanildi (Tablo 9). %0,5
oranlarinda denenen tiim karbon kaynaklarindan besi ortamina eklendi. Yag iceren final
konsantrasyonlar1 diger ortamlardan farkli olarak karistiricinin (WARING, Commercial
Blender 8011ES, USA) maksimum hizinda 3 dakika emiilsifiye edildi. Denenen tiim karbon
kaynaklar1 otoklavda 121 °C’de 15 dakika boyunca sterilize edildi.

HBB229 susunun stok kiiltiiriinden LB broth igeren tlipe inokiile edilerek 55 °C’deki
etiivde (Incucell-MMM, Germany) bir gece inkiibe edildi ve gecelik kiiltiirin absorbans1 600
nm’de 0,1 olacak sekilde ayarlanip 50 mL besi ortami iceren 250 mL’lik erlenlere %1 oraninda
inokiile edildi. Kiiltiirler 50 °C’deki inkiibatorde (Newbrunswick Scientific Innova 43) 150 rpm
hizda galkalamali olarak 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi

ve hiicre yogunlugu (ODeoo) spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Tablo 9. Yag iceren karbon kaynaklar1 denemelerinde kullanilan kontrol besiyeri.

Kimyasal madde Miktar1
LB %2
Arabic gum %0,5
pH 8.00
121 °C’de 15 dakika sterilizasyon
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3.4.4. Azot Kaynaklarimn Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Cesitli azot kaynaklarinin enzim {iretimi lizerine etkisini arastirmak i¢in LB ortamindaki
yeast ekstrakt ve tripton ¢ikarildi. Yerine cesitli organik azot kaynaklarindan (sikimilk, cazein
hidrozat, pepton, yeast ekstract, tripton) %1 oraninda eklendi (Tablo 10). Béylece en iyi enzim
iretimini saglayan azot kaynagi belirledi. %1 oranlarinda denenen tiim azot kaynaklarindan
besi ortamina eklendi. LB broth iceren tiipe stok kiiltiirden inokiile edildi ve bir gece inkiibe
edildi. Gecelik kiiltiiriin absorbanst 600 nm’de 0,1 olacak sekilde (yaklasik olarak 8x10’
hiicre/mL) ayarlandi. inkiibasyon sonunda kiiltiirlerde lipaz aktivitesi ve hiicre yogunlugu

(ODe0o) spektrofotometrik olarak tayin edildi.

Tablo 10. Azot kaynagi denemelerinde kullanilan besi ortami.

Kimyasal madde Miktar1
Azot kaynagi %]l
Maltoz %0.,5
NaCl %0.5
pH 8.00
121 °C’de 15 dakika sterilizasyon

Fermentasyon kosullarinin optimum oldugu karbon ve azot kaynaklari oranlari ile
belirlenir. Bundan sonra yapilan tiim denemelerde maksimum enzim iiretimi elde etmek i¢in bu

ortam kullanilmistir.

3.4.5. inkiibasyon Siiresinin Lipaz Uretimi Uzerine Etkisi

Inkiibasyon siiresinin enzim iiretimi {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla HBB229
susu belirlenen optimum kosullarda (pH 8,00 ve 50 °C) 150 rpm hizda c¢alkalamali olarak bir
giin boyunca gelistirildi. Her 3 saatte bir kiiltiirden 6rnek alindi. Spektrofotometri cihazi ile

enzim aktivitesi 6l¢iildii ardindan voliim aktivitesi hesaplandi ve grafigi ¢izildi.
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3.5. Anoxybacillus sp. HBB229 Lipazimin Karakterizasyonu

3.5.1. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’min EtKisi

pH’nin enzim aktivitesi iizerine 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
¢ozeltiler hazirlandi. Mcllvaine (sitrik asit-Na2HPOa4) 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 dl¢iildii. pNPL nin farkl

pH’lardaki molar absorbans katsayilar1 kullanilarak hesaplamalar yapilmustir.

3.5.2 Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Sicakligin enzim aktivitesi {lizerine etkisini belirlemek i¢in 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 ii¢ tekrarli olarak yapildi. Gruplar arasindaki farki anlamak ve bu farkin
hangi gruptan kaynaklandiginin belirleyebilmek i¢in ANOVA Post hoc testlerinden Tukey ve
Duncan Testi yapildi (IBM SPSS siiriim 25).
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4. BULGULAR

4.1. Besi Ortamimin Anoxybacillus sp. HBB229’un Lipaz Uretimine EtKisi

4.1.1. Besiyeri Sicakhig1

Lipaz enzim iiretimi {izerine sicakligin etkisine bakmak i¢in 30-80 °C arasindaki
degerlerde Anoxybacillus sp. HBB229 susu 24 saat inkiibasyona birakildi. ODeoo Ve enzim
aktiviteleri 6l¢iildii. 45 °C’nin altinda, 70 °C ve {izerinde iireme gozlenmemistir. Dolayisiyla bu
sicakliklarda enzim aktivitesi Ol¢iilememistir. ODeoo (0,27 absorbans) ve voliim aktivite
Ol¢timlerine (14,42 U/mL) gore optimum sicaklik 50 °C olarak belirlenmistir. 50 °C’nin
tizerindeki sicaklik degerlerinde enzim aktivitesinde anlamli bir diisiis gézlemlenmistir (Tablo
11, Sekil 2).
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Volim Aktivite e=e=s=sQOD 600

Sekil 2. Besiyeri sicakliginin Anoxybacillus sp. HBB229 bakteri iiremesi ve lipaz iiretimine

etkisi.
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Tablo 11. Besiyeri sicakliginin Anoxybacillus sp. HBB229 bakteri iiremesi ve lipaz iiretimine

etkisi.
ODsoo X Voliim Aktivite X
Besiyerl (U/mL)
sicakhgy (ORT. + S.H.) (ORT. £ S.H))
45 0,17+0,02 b 14,42+ 0,10 a
50 0,27 + 0,03 a 14,42+ 0,10 a
55 0,26+ 0,01 a 11,95 + 3,15 b
60 0,10 + 0,02 ¢ 7.00 £ 1,54 c
65 0,13 £ 0,05 c 325+032 d
70 - - - -
Pooled StDev = 0,03 Pooled StDev =1,58
ORT.: her vert ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym stitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en iy1 aktivite gosteren arasindaki
fark istatiksel olarak énemlidir. (p<0,05)

4.1.2. Besi Yeri Baslangic pH’s1

Baslangi¢ pH’sinin lipaz enzim iiretimi tizerine etkisini saptamak i¢in Anoxybacillus sp.
HBB229 baslangi¢ pH’s15,00-11,00 olan besiyerlerine ekildi. Her bir denemede pH birer birim
artirildi. Besiyeri pH’s1 5,00, 6,00, 10,00 ve 11,00 olan denemelerde bateriyel iireme goriilmedi.
Bakteriyel tireme pH 7,00, 8,00 ve 9,00 olan besiyerlerinde gozlenmistir. En yiiksek ODsoo
degeri ise pH 8,00’de 6lgiilmiistiir. Bunun yaninda pH 7,00, 8,00 ve 9,00 olan besiyerlerinin
bakteriyel ireme ODsoo degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir.
pH 7,00, 8,00 ve 9,00 olan besiyerlerinde lipaz aktivite degerleri incelendiginde pH 8,00°de
(8,68 U/mL) maksimum aktivite tespit edilmistir (Tablo 12 ve Sekil 3).
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Tablo 12. Baslangi¢ pH’sinin Anoxybacillus sp. HBB229’un lipaz enzimi {iretimine etkisi

Baslangic pH ODsoo X Voliim X
Aktivite
(ORT.+ S.H) (U/mL)
(ORT. = S.H.)
7 032+ 0,26 a 8.09+0,17 b
8 0,22 +£0.01 a 8.68 £0,19 a
9 0,10 + 0,01 a 528+0,11 c
Pooled StDev = Pooled StDev
0,15 =0,16
ORT.: her veri iic tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym stitunda farkl harfler tasiyan ortalamalar ile en 1y1 aktivite gbsteren
arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir. (p=0,05)
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Sekil 3. Baslangi¢ pH’sinin Anoxybacillus sp. HBB229’nin lipaz enzimi iiretimine etkisi.
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4.1.3. Karbon Kaynaklarinin Bakteriyel Ureme ve Lipaz Aktivite Uzerine Etkileri

Cesitli karbon kaynaklarinin bakteriyel tireme ve lipaz enzim {iretimine etkisinin
saptanmasi i¢in seker ve yag olmak iizere iki ¢esit karbon kaynagi besi ortamina eklenerek
denemeler yapildi. Bu denemeler 50 °C sicaklikta ve pH 8,00 ortam kosullarinda
gerceklestirilmistir.

4.1.3.1. Sekerler

Karbon kaynagi olarak sekerlerle yapilan ¢alismada, ODeoo dlglimiinde galaktozun 0,24
abzorbans ile maksimum bakteriyel iireme gosterdigi ve maltozunda 19,95 U/mL ile maksimum
voliim aktivite gosterdigi saptanmistir. Ayrica, kontrol olarak kullanilan LB ile galaktozun
ODsoo degerlerinde istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Galaktoz, glikoz, laktoz
ve LB besiyerleri arasinda tireme farkliliklar1 olmasina ragmen enzim aktivitelerinde istatiksel

olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Tablo13, Sekil 4, ve Sekil 5).

Tablo 13. Karbon kaynaklarinin bakteriyel tireme ve lipaz aktivite tizerine etkileri.

0D600 X Voliim Aktivite X

Karbon (U/mL)

Kaynag (ORT. + S.H.) (ORT. = S.H.)

Galaktoz 0,24 £ 0,01 a 16,57 +£6,18 ab
Glikoz 0,03 + 0,01 d 15,52 £ 2,64 ab
Laktoz 0,14+ 0,01 b 18,33 +2.70 ab

LB 0.22 0,02 a 18,00 = 0.82 ab
Maltoz 0,05+0.,02 d 19,95+ 1,28
Nisasta 0,10 £ 0,04 c 14,33 +£ 3,66
Sukroz 0,05+ 0,03 d 14,86 + 3,00
Pooled StDev = Pooled StDev =
0,02 3,32
ORT.: her veri ii¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar ile en 1y1 aktivite gosteren
arasindaki fark istatiksel olarak nemlidir. (p<0,05)
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Sekil 4. Karbon kaynaklarinin termofilik lipaz aktivite tizerine etkileri
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Sekil 5. Karbon kaynaklarinin bakteriyel iireme {izerine etkileri

29



4.1.3.2. Yaglar

Karbon kaynagi olarak yaglarla yapilan ¢aligmada, ODeoo ve voliim aktivite 6l¢iimlerinde

en yiiksek degerleri analatik safliktaki misir yagi vermistir. Kontrol olarak kullanilan LB

besiyerinden daha az tireme tespit edilen tek besiyeri 0,07 absorbans ile tribiitin i¢ceren besiyeri

olmustur. Yag cesitleri arasinda en diisiik seviyede enzim aktivitesi 5,36 U/mL ile tribiitin

igeren besi yerinde gozlenmistir. (Tablo 14, Sekil 6, Sekil 7)

Tablo 14. Karbon kaynagi olarak yaglar. ((T) ticari {irlin, (A) analitik safliktaki {irin olarak

belirtilmistir.)
Besiveri ODsoo X Voliim Aktivite X
(U/mL)
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H)
Aycicek (T) 0,18 +0,01 efg 14,78 + 0,65 be
Findik vagi (T) 0,29 = 0,02 cdef 13,99 + 1,63 c
LB 0.11+ 0,0333 fg 16,49 + 0,79 be
Maya Oziitii+NaCl 0,18 + 0,04 efg 16,37 + 0,85 be
Misir yagi (A) 0,99 0,13 a 24,22 +2.86 a
Misir Yagi (T1) 0,18 £ 0,03 efg 13,26 £ 1,61
Misir Yagi (T2) 0,47 = 0,03 be 12,99 +£ 2,26 c
Pamuk yag1 (T) 0,24 = 0,03 defg 14,36 £ 2,22 be
Sova yvagi (T) 0,38+ 0,16 cde 12,98 +£ 2,96 c
Tiriolein (A) 0.41+0,11 cd 16.60 + 1,59 bc
Tribiitin (A) 0,07 = 0,03 o 536 + 2,49 d
Zeytin Yagi (A) 0,63 + 0,34 b 18,00 + 6,65 b
Zeytin vagi (T) 0,42 £ 0,07 cd 13,90 + 3,22 be
Pooled StDev =10,12 Pooled StDev = 2,85
ORT.: her veri {ic tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym stitunda farkls harfler tagiyan ortalamalar ile en 1yi aktivite gbsteren
arasindaki fark istatiksel olarak énemlidir. (p=0,05)
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4.1.4. Azot Kaynaklarinin Bakteriyel Ureme ve Lipaz Aktivite Uzerine Etkileri

Besiyeri igerigindeki azot kaynaginin bakteri liremesi ve enzim iiretimine olan etkisini
belirlemek amaciyla farkli azot kaynaklar1 %1 oraninda besiyerine eklenerek denenmistir. Bu
denemeler 50 °C sicaklikta ve pH 8,00 ortam kosullarinda gerceklestirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, maya Oziitli iceren besiyerinde lipaz enziminin en yiiksek seviyede voliim
aktivite degeri 18,01 U/mL olarak saptanmistir. Siit tozu igeren besiyerinde ise en yiiksek
seviyede bakteriyel {ireme gostermis ve ODsoo degeri 0,30 absorbans vermistir. iki ayr1 firmaya
ait kullanilan peptonlarin; Pepton-1 ve Pepton-2 hem bakteriyel iireme degerleri hem de lipaz
enzim aktiviteleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir (Tablo 15, Sekil 8,
ve Sekil 9).

Tablo 15. Farkli azot kaynaklarinin lipaz iiretimine etkisi

Azot OD600 X Voliim Aktivite X
Kaynaklanr (U/mL)
(ORT. + S.H.) (ORT. + S.H.)

Kazein 0,08 = 0,06 b 7.09 + 4,90 cd
Pepton-1 0.15+0.10 b 11,41 £ 8,17 be
Pepton-2 0,27 £ 0,04 a 16,90 +£ 1,08 ab
Siit tozu 0,30 £ 0,05 a 3,52+2.29 d
Triptofan 0,06 £ 0,01 b 8.21 + 1.88 cd

Maya Ogziitii 0,30+ 0,10 a 18.01+0,76 a
Pooled StDev = 0,07 Pooled StDev =4,11
ORT.: Her veri ti¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Ayni siitunda farkls harfler tagivan ortalamalar ile en ivi aktivite gésteren
arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir. (p<0.05)
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Sekil 8. Farkli azot kaynaklariin lipaz iiretimine etkisi
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Sekil 9. Farkli azot kaynaklarinin lipaz liretimine etkisi ortalama ODeoo
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4.2. Zamana Bagh Ureme ve Lipaz Enzimi Uretimi

Anoxybacillus sp. HBB229 susunun besiyerine ekildikten sonra hangi zaman araliginda

maksimum enzim tretimi ger¢eklestirdigini saptamak i¢in ilk 24 saat igerisinde 3’er saat ara ile

besi yerinden 6rnekler alinarak hiicre yogunlugu (ODeoo) Ve lipaz aktivitesi 6lgiildii. 3. saatten

15 saate kadar bakterilerin log fazinda oldugu, 15 ve 27 saatleri arasinda bakterilerin duragan

fazda olduklar1 ve 27 saatten itibaren iiremede diisiis oldugu gozlenmistir. Enzim aktivitesinde

ise 3 ile 12 saat arasinda dogrusal bir artis gozlenirken 12 ile 21 arasi aktivitede anlamli bir

farklilik gozlenmemistir. 21 saat inkiibasyon ve sonrasinda enzim aktivitesinde azalma tespit

edilmistir. Lipaz enziminin en yiiksek seviyede voliim aktivite degeri 12 saate 15,97 U/mL

olarak saptanmistir (Tablo16, Sekil 10).
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Sekil 10. Zamana bagl bakteriyel yogunluk ve lipaz enzimi tiretimi.
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Tablo 16. Zamana bagli bakteriyel yogunluk ve lipaz enzimi iiretimi

Saat OD600 X Voliim Aktivite X
(U/mL)
(ORT. + S.H.) (ORT. £ S.H.)
3 0,04 £ 0,01 e 1,52+ 0,47 e
6 0,90 + 0,01 d 7,62 + 0,28 d
9 1,69+ 0,12 c 11,25+ 0,38 be
12 2,04 £ 0,06 b 15,97 + 0,35 a
15 2,62+0,17 a 15,93 £ 0,08 a
18 2.69+0.12 a 15,56 + 1,34 a
21 2,58 £0,01 a 15,59+1.24 a
24 2,68 +0,01 a 13,13 £ 0,65 b
36 1.54 £0,14 c 9.32+£1,06 cd
Pooled StDev = 0,09 Pooled StDev = 0,86
ORT.: her veri lic tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart hata.
X: Aym siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gdsteren arasindaki
fark istatiksel olarak énemlidir. (p=<<0,05)

4.3. Anoxybacillus sp. HBB229 Lipazinin Kantitatif Enzim Aktivite Tayini

4.3.1. HBB229 Lipaz Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Lipaz enzim aktivitesi ilizerine pH’in etkisine bakmak icin 5,00-10,00 arasindaki
degerlerde pH 0,50 birim arttirilarak 6l¢iildii. Voliim aktivite sonuglarin gére Anoxybacillus sp.
HBB229 lipaz1 pH 5,50’ten (0,40 U/mL) 7,5’e (1,58 U/mL) kadar dogrusal bir artig
gostermistir. pH 8,00 ve pH 8,50’ta ise enzimin voliim aktivitesi pH 7,50’e gore sirasiyla %16
ve %13 azalmistir (Tablo 17, Sekil 11). Anoxybacillus sp. HBB229 lipazinin maksimum
aktivite gosterdigi deger pH 9,00 olarak (1,64 U/mL) gozlenmistir. pH 9,50 ve 10,00 da ise pH

9,00’a gore anlamli bir azalma gozlenmistir.
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Sekil 11. Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz enzim aktivitesi lizerine pH’1n etkisi.
Tablo 17. pH’in Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz enzim aktivitesi iizerine etkisi.
pH Voliim Aktivite X
(U/mL)
(ORT.+S.H.)
5.0 0,013 £ 0,02 f
5.5 0,40+ 0,06 e
6.0 0,86 £ 0,01 d
6.5 1,28 £ 0,03 c
7.0 1,42 £ 0,10 abc
7.5 1,58 £ 0,04 ab
8.0 1,32 £ 0,03 c
8.5 1,37 £ 0,11 be
9.0 1,64+ 0,05 a
9.5 1,33+ 0,14 c
10,0 1,02 £ 0,08 d
Pooled StDev = 0,07
ORT.: her veri ii¢ tekrarin ortalamasadar.
S.H.: Standart hata.
X: Aymi stitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar ile en iyi aktivite gésteren arasindaki fark
istatiksel olarak énemlidir. (p=<0,05)
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4.3.2. HBB 229 Lipaz Aktivitesi Uzerine Sicakh@in Etkisi

Lipaz enzim aktivitesi tizerine sicakligin etkisini saptamak i¢in 0-30 °C aras1 10’ar birim,
30-65 °C aras1 ise 0,5 birim arttirilarak enzimatik Ol¢iimler yapildi (Tablo 18, Sekil 3).
Baslangicta 20 °C sicaklikta (0,91 U/mL) 10 dereceye (0,60 U/mL) gore lipaz enzim
aktivitesinde 1,5 kat kadar bir anlamli bir artig gériinmiistiir. Daha sonra, 35 °C ve 45 °C
sicakliklarda ise istatiksel olararak benzer seviyelerde (sirasiyla 1,06 ve 1,05 U/mL) enzim
aktivitesinde artig tespit edilmistir. Sekil 12°de goriildiigi gibi Anoxybacillus sp. HBB229 lipazi
55 derecede 1,47 U/mL volum aktivite ile diger sicakliklara gore en yiiksek seviyede artisi

gostermistir.
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Sekil 12. Sicakligin Anoxybacillus sp. HBB229’un enzim aktivitesi tizerine etkisi.
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Tablo 18. Anoxybacillus sp. HBB229’un lipaz enzimi iizerine sicakliginin etkisi.

Voliim Aktivite
Sicaklik (U/mL) X
(ORT.£S.H.)

0 0,65+ 0,07 de
10 0,60 = 0,03 de
20 0,90 + 0,01 cd
30 0,89 + 0,05 cd
35 1,05+ 0,06 bc
40 0,98 + 0,02 c
45 1,05+ 0,01 bc
50 1,06 + 0,14 bc
55 1,47 £ 0,08 a
60 1,30 £ 0,20 ab
65 0,41 £ 0,02 e

Pooled StDev = 0,08

ORT.: Her ti¢ tekrarin ortalamasidir.
S.H.: Standart Hata

X. Ayni sutunda farkl harler tasiyn ortalamalar ile en iyi aktiviteyi gosteren arsindaki fark
istatiksel olarak dnemlidir. (p<0,05)
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5. TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda Anoxybacillus sp. HBB229’un lipaz liretimi iizerine sicaklik, pH ve
degisen besiyeri kaynaklariin etkileri ve bu termofilik lipaz aktivitesi {izerine optimum ¢alisma
kosullarinin belirlenmesi amaglanmistir. Yilar ic¢inde gelisen teknoloji ve endiistrideki
ilerlemeler ¢ok cesitli iirlinlerin eldesini zorunlu kilmistir. Bu genis skaladaki endiistriyel
tirtinleri uygun ortam kosullarinda ve yiiksek verimlilikte elde etmek amaciyla birgok farkli
kimyasal reaksiyonlar kullanilmaktadir. Ancak, bu gereklilik beraberinde ¢evreye ve insan
sagligina zararli yan iiriin ve kirleticilerin artmasina sebebiyet verebilmektedir. Bu zararl atik
ve kirleticilerin zararlarin1 azaltmak i¢in ¢esitli calismalar gliniimiizde hizla siirdiiriilmektedir.
Bir¢ok endiistriyel tesis icin hammadde kaynagi olarak kullanilan yaglarin hidrolizi 6nemli bir
kimyasal islemdir. Yag asitleri, yenilenebilir kaynaklardan iiretilen yaglarin hidrolizi ile
sentezlenir. Buna ek olarak, son yillarda hayvansal ve bitkisel yaglara alternatif olarak
mikroalglerden elde edilen yaglarin hammadde kaynagi olarak kullanimi giderek
yayginlagsmaktadir (Kutluk, 2021).

Lipazlar farmasétik, gida ve kimya endiistrileri gibi farkli endiistriyel sektorlerde sayisiz
uygulamaya sahip verimli biyokatalizorlerdir. Lipazlarin endiistrideki uygulamalari enzim
immobilizasyonu, stabilite, secicilik ve yar1 Omriinii artirarak daha da genisletilmistir
(Remonatto vd., 2022). Bu nedenle, sicakliga dayanikli ve ¢doziiciilere toleransh lipazlarin
tanimlanmas1 endiistriyel uygulamalar i¢in gerekli ve ideal hale gelmistir. Sicakliga dayanikli
ve ¢oziicliye toleransli lipazlar, biyodizel, deterjan, gida, ilag, organik sentez, biyoalgilama,
kagit hamuru, kagit, tekstil, hayvan yemi, kozmetik ve deri endiistrisi dahil olmak tizere bir¢ok
biiytlik 6l¢ekli uygulama alanlarinda yer almistir (Ismail vd., 2021). Diger yandan, endiistriyel
alanda enzimlerin kullaniminin ¢evre ve insan sagligi tizerine olumlu etkilerinin olduguna dair
caligmalar literatiirde mevcuttur.

Mikroorganizmalarin bitkiler ve hayvanlarla karsilastirildiginda daha yiiksek verimde
lipaz trettigi bilinmektedir (Andualema ve Gessesse, 2012). Anoxybacillus cinsinin gram
pozitif bakterileri, jeotermal kaplicalar ve gilibre gibi c¢esitli termofilik habitatlardan izole
edilebilmektedir (Saw vd., 2008). Anoxybacillus cinsinin gram pozitif bakterileri baslangigta
zorunlu olarak anaerobik spor olusturan basiller olarak tamimlanmistir. izole edilen
Anoxybacillus suslarmin, uzun siiredir zorunlu veya fakiiltatif aerob olduguna inanilan

Bacillaceae familyasinin iiyeleri oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, Bacillus subtilis ve
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diger birkag¢ basilin anaerobik biiylime yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Nakano vd.,
1997).

Enzimlerin ¢aligma prensiplerine etki eden en 6nemli iki parametre pH ve sicakliktir.
Daha once lipaz enzimi ile yapilan caligmalara bakildiginda, Anoxybacillus sp. PDF1
karboksilesteraz enziminin pH 8,00-8,50'te %94 optimum pH aktivite gosterdigini (Ay vd.,
2011), G. kaustophilus HTA426 karboksilesterazin pH 8,00 (Montoro-Garcia vd., 2009),
Bacillus thermoleovorans CCR11 ve B. thermoleovorans ID1 suslarindan elde edilen lipaz
enzimlerinin pH 9,00’da sahip oldugunu gosterilmistir (Lee vd., 2001). Bu tez ¢alismasinda ise
Anoxybacillus sp. HBB229 susunun lipaz enzimi benzer sekilde pH 9,00’da optimum aktivite
gostermistir (Tablol7 ve Sekil 11). Bacillus thermoleovorans CCR11 lipazi (Nawani vd.,
1998), Bacillus sp. A30-1 lipaz1 (Wang vd., 1995) ve Bacillus thermoleovorans ID-1 lipazi
(Lee, vd., 2001) icin 60-65 °C sicaklik araliklarinda maksimum aktivite verdikleri
gosterilmistir. Bu tez ¢aligmas1 kapsaminda yapilan spektrofotometrik testlere gore HBB229
susunun lipaz enzim aktivitesi i¢cin 55 °C optimum sicaklik olarak belirlenmistir (Tablo18 ve

Sekil 12).

Enzim iiretimine etki eden en dnemli kosullardan bir digeri de bakteriyel yogunluktur.
Bakteriyel yogunluga etki eden baslica faktorler zaman ve besi ortami igerikleridir. Zaman
bakterinin boliinmesi i¢in gecen slire olarak tanimlanabilir. Besi ortami ise bakterinin bdliiniip
gelisebilmesi i¢in gerekli besin kaynaklarini saglayan ortam olarak tanimlanabilir. Besiyeri
sicakligi, besiyeri baslangic pH’s1, karbon ve azot kaynaklari bir bakteri i¢in ne kadar uygunsa
bakteri yogunlugu o kadar artmaktadir. Boylelikle, bakteriyel konsantrasyona bagli enzim
tiretiminde de artis gézlenmesi olasi hale gelir. Kevbrin vd. (2005) ve Namsaraev vd. (2011)
calismalarinda, Anoxybacillus kamchatkensis DSM 14988 ve Anoxybacillus mongoliensis
DSM 19169 suslarinin bakteriyel biiyiime lizerine karbon kaynagi olarak glukoz, galaktoz,
sakaroz, maltoz, arabinoz, ksiloz, azot kaynagi olarak ise maya 0ziitii, pepton, tripton ve amino
asitlerin etkili oldugu bildirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, Anoxybacillus sp. HBB229 susunun
besi ortami optimizasyonu igin farkli azot kaynaklari denenmistir. Bu termofilik bakteride
biiylime seviyesi ve lipaz enzim aktivitesini destekleyen optimum azot kaynaginin %1°lik maya
oziitli oldugu saptanmistir (Tablo 8 ve Sekil 15). Karbon kaynagi optimizasyon denemelerine
gore HBB299 bakteriyel biiyiime yogunlugu galaktoz ve kontrol (LB) gruplarinda (sirasiyla
0,24 ve 0,22 abzorbans) istatiksel olarak benzer ve yiiksek seviyede artmistir (Tablo 13 ve Sekil
4). Glikoz, maltoz ve sukroz igeren besiyerlerinde ise diger karbon kaynaklarina gore en diisitk

seviyelerde bakteriyel iireme yogunlugu tespit edilmistir. Karbon kaynaklar1 bakteriyel tireme
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tizerinde anlaml farkliliklar gostermesine ragmen, lipaz enziminin voliim aktivite seviyeleri
galaktoz, glikoz, laktoz ve kontrol (LB) gruplar1 arasinda anlamli bir fark sergilememistir.
Dahasi, bu gruplar arasinda lipaz enzim aktivitesini en ¢ok arttiran karbon grubu 19,95 U/mL
ile maltoz olmustur. Farkli marka, cins ve saflikta yaglar ile yaptigimiz denemelerde en yiiksek
enzim aktivitesi ve bakteriyel tireme degeri sirastyla, 24,22 U/mL ve 0,99 absorbans ile misir
yaginda (analatik saflikta) gdzlenmistir (Tablo 14 ve Sekil 7). Analitik safliktaki misir yaginin

ticari olarak satilan misir yagindan daha fazla aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Hiicre i¢indeki biyokimyasal reaksiyonlar biyokatalizorler tarafindan her ne kadar hizli
gerceklestiriliyor olsalar da hiicreler biiylime, gelisme ve iiremeleri i¢in zamana ihtiyag
duyarlar. Ayn1 zamanda, bakterilerde baz1 metabolitleri salgilamak i¢in hiicre yogunluklarinin
uygun bir seviyeye gelmesi gerektigi bilinmektedir. Illesanmi vd. (2020) topraktan izole edilen
lipaz tireten bir bakteri 6rnegini 24 saat inkiibe etmisler ve 12. saatte maksimum aktivite
verdigini bildirmislerdir (Ilesanmi vd., 2020). Canaki (2021)’nin Anoxybacillus kaynarcensis
HBB180 izolat1 tizerinde yaptig1 ¢alismada benzer bir sekilde 12. saatte lipaz enzimi maksimum
aktivite gostermistir (Canaki, 2021)
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda kullanilan mikroorganizma Anoxybacillus sp. HBB229 izolat1 Aydin
Adnan Menderes Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, mikrobiyoloji
laboratuvarinda daha dnceden izole edilmis stok kiiltiirden elde edilmistir. Anoxybacillus sp.
HBB229 izolatinin lipaz enzim iiretiminin artmasin1 saglamak amaciyla baslangic pH’si,
inkiibasyon siiresi, sicakligi, azot ve karbon kaynagi, gibi farkli fermantasyon parametreleri
optimize edilmistir. Kantitatif lipaz aktivite tayini p-NPL (p-nitrofenil laurat) substrati ile
spektrofotometrik yontem ile tayin edilmistir. Yapilan deneylerle Anoxybacillus sp. HBB229
lipazinin optimizasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili veriler ilk defa bu calisma ile elde
edilmistir. Besi ortami pH denemelerinde enzim iiretimi i¢in baslangic pH’s1 8,00 olarak
belirlenmistir. Lipaz enziminin voliim aktivitesi iizerine ise maksimum seviyede aktivite (8,68
U/mL) pH 9,00’de tespit edilmistir. Anoxybacillus sp. HBB229’un bakteriyel biiyiime
yogunlugu en yliksek seviyede optimum sicaklik 50 °C ‘de elde edilmistir. Ayn1 zamanda besi
ortaminin degisen sicakliklarda 6lciilen lipaz aktivite tayinlerine gore en yiiksek seviyede enzim
aktivitesi optimum sicaklik 55 °C’de (14,42 U/mL) elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglara
gore, Anoxybacillus sp. HBB229 izolatinin termofilik bir bakteri oldugunu ispatlanmistir. Besi
ortam1 optimizasyonu i¢in énemli bir faktor olan karbon kaynaklar1 denemelerinde en yiiksek
enzim aktivitesi maltoz (19,95 U/mL) grubunda elde edilmistir. Yaglar ile yapilan denemelerde
ise en yiiksek lipaz aktivitesi diger yag 6rneklerine gére misir yagi (analatik saflikta) iceren besi

ortaminda (24,22 U/mL) tespit edilmistir.

Azot kaynagi arastirmalarinda ise hem enzim iiretimini hemde lipaz voliim aktivitesini en
cok arttiran azot kaynagi %] oraninda maya oOziitii (18,01 U/mL) iceren besiyerinde
saptanmustir. Anoxybacillus sp. HBB229un optimum besi ortami kosullarinin belirlenmesinin
ardindan zamana bagli hiicre yogunlugu ve lipaz enzim aktivitesi dl¢iilmiistiir. Elde edilen
sonuglara gore 3 ile 36 saatlik inkiibasyon siireleri arasinda maksimum lipaz aktivitesi 12. saatte
(15,97 U/mL) tespit edilmistir. 12 ile 21 saat inkiibasyon periyodu boyunca 6l¢iilen lipaz enzim
aktiviteleri istatiksel olarak benzer sonuglar vermistir. Anoxybacillus sp. enzim aktivite 6lgtimii
sirasinda gergeklesen reaksiyon ortam kosullari da karakterize edilmistir. HBB229 lipazinin
maksimum aktivite gosterdigi (1,64 U/mL) optimum pH degeri pH 9,00 olarak gbzlenmistir.

Bu sonuca gore, termofilik HBB229 lipaz enziminin alkali ortamda asidik ortama oranla daha
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iyi aktivite gosterdigi ve bu enzimin alkali enzim karakteristik Ozelligi sergiledigi
belirlenmistir. Enzim aktivite reaksiyonunun 0-75 °C arasi sicakliklardki denemelerine gore 55
°C’de maksimum seviyede lipaz aktivitesi (1,09 U/ml) tespit edilmistir. 55 °C’den sonra lipaz
enzim aktivitesinde 65°C’e kadar dislis gozlenirken 70 ve 75 °C sicakliklarda ise artis
saptanmistir. Bu beklenmedik artisin substratin sicakliga bagli olarak pargalanmasindan

kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, Anoxybacillus sp. HBB229 bakterisinin kiiltiir kosullar1 incelendiginde
lipaz iiretimi en yiiksek seviyede %0,5 misir yagi (analatik saflikta), %1 maya 6ziitii, %0,5 gum
arabic ve %0,5 NaCl igeren besi ortaminda elde edilmistir. Buna ek olarak, Anoxybacillus sp.
HBB229’de lipaz iiretimi bu optimum besi ortaminda baslangi¢ pH’s1 8,00 ve 50 °C sicakliktaki
ortam kosullarinda 12 saat inkiibasyon sonrasinda en yiiksek seviyeye ulasmistir. Lipaz
aktivitesi reaksiyon ortami incelendiginde, maksimum enzim aktivitesinin gorildigi pH ve
sicaklik sirasiyla 9,00 ve 55 °C olarak saptanmistir. Bu tez ¢calismasinin sonucunda elde edilen
verilere gore besiyeri kaynak bilesenleri ve inkiibasyon kosullarinin karakterize edilmesi ile
Anoxybacillus sp. HBB229 izolatinda lipaz tiretim miktar1 arttig1 gibi optimum enzim ¢alisma

kosullart saglandiginda ise lipaz aktivitesinde artig oldugunu gézlenmistir.

Kiiltiir kosullar1 optimize edildiginde Anoxybacillus sp. HBB229 bakterisinin tiremesi
i¢in optimal kosullar;

X/

% Karbon kaynagi olarak %0,5’1ik musir yagi,
¢ Azot kaynag olarak %1°lik maya 6ziiti,

%+ Optimum pH 8,00,

% Inkiibasyon sicaklig1 50 °C,

% Inkiibasyon siiresi 12 saat olarak saptanmustir.

Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz aktivite ortami;

X/
L X4

50 mM konsantrasyonda glisin sodyum hidroksit tamponu (pH 9,00),
1 mM pNPL (etanolde) substrat konsantrasyonu,

50 °C’ de 30 dakika inkiibasyon,

Reaksiyonu durdurmak igin 250 pL’lik 0,1 M Na2CO3

410 nm’de spektrofotometrik 6l¢tim olarak belirlenmistir.

X/
°

X/
°

X3

S

X3

S

Bu tez caligmasinda Anoxybacillus sp. HBB229 lipaz iiretim optimizasyonu yapilmis
olmasma ragmen, enzim saflastirma ve karekterizasyon calismalar1 eksik kalmistir. Bu

calismalar yapildiginda bu enzimin endiistiiride kullanmu ile ilgili bilgiler elde edilecektir.
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BILIMSEL ETiK BEYAN

T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BIiLIMSEL ETIiK BEYANI

“Anoxybacillus sp. HBB229°UN LIPAZ URETIMI UZERINE KULTUR KOSULLARININ
ETKISI” baslikl1 Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin bilgileri etik davranis ve akademik kurallar
cergevesinde elde ettifimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana
ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigimi bildiririm. ifade
ettiklerimin aksi ortaya ciktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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