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OZET

Doktora Tezi

Bacillus sp. SUSLARINDAN LIPAZ TARANMASI, LIPAZ URETIM
KOSULLARININ OPTIMIZASYONU, KISMI SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU VE DETERJAN ENDUSTRISINDEKI POTANSIYEL
UYGULAMALARI

Maoulida ABDOU

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

Bu c¢alismada, 341 Bacillus sp. susundan 141'1 hiicre dis1 lipaz {ireticisi olarak
bulunmustur. En iyi lipaz iireten sus 16S rRNA ile tanimlandi ve Bacillus cereus
ATA179 olarak adlandirildi. Fiziksel parametreler arasinda en iyi sonuglar 45 ° C, pH
7.0, calkalama hizi1 50 rpm, asilama miktar1 %7 ve asilama yas1 24 saat idi. En iyi
karbon kaynagi olarak siikroz, en iyi nitrojen kaynagi olarak (NHa4) 2HPO4, en 1yi metal
iyonu olarak CaCl; elde edildi. Fiziksel parametreler arasinda en iyi sonuglar 45 ° C, pH
7.0, c¢alkalama hizi 50 rpm, asilama miktar1t %7 ve asilama yasi 24 saat olarak
belirlenmistir. ATA179 susu, besinsel ve fiziksel kosullar1 optimize ederek yaratilan
modifiye ortamda enzim iiretiminde %51,1 artis gostermistir. Kismen saflagtirilmis
enzimin optimum sicakligi ve pH degeri, sirasiyla 55 © C ve 6.0 idi. Termostabilite ve
pH stabilite ¢alismalari, enzimin termostabil ve asidofilik oldugunu gostermistir. CaCly,
Tween 20, Triton X-100, enzim aktivitesi lizerinde aktiflestirici bir etkiye sahipti. Vimax
ve K kinetik degerleri sirasiyla 18,28 U / ml ve 0,11 mM olarak bulunmustur.
Molekiiler agirlik yaklasik 47 kDa olarak belirlenmistir. Enzim aktivitesinin -20°C'de 75
giine kadar stabil kaldigi bulunmustur. Enzimin deterjan sanayiinde potansiyel giicii
arastirtlmis ve enzimin deterjan katki maddelerinden etkilenmedigi ayrica yagh
maddelerle kirletilmis kumaslarda yagin ¢ikarilmasinda etkili oldugu saptanmistir.
ATA179 bakterilerinin lipaz1 deterjan endiistrisinde kullanilma potansiyeline sahip
olabilir.

Anahtar Kelimeler: Lipaz, Bacillus, Besinsel ve Fiziksel Faktorler, Kismi Saflastirma,
Karakterizasyon, Deterjan Uygulamasi

2019, xii+119



ABSTRACT

PhD Thesis

SCREENING OF LIPASE FROM Bacillus sp. STRAINS, OPTIMIZATION OF
LIPASE PRODUCTION CONDITIONS, PARTIAL PURIFICATION,
CHARACTERIZATION AND POTENTIAL APPLICATIONS IN THE DETERGENT
INDUSTRY

Maoulida ABDOU

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Elif DEMIRKAN

In this study, 141 out of 341 Bacillus sp. strains were found as extracellular lipase
producers. The best lipase producing strain was identified by 16S rRNA and named as
Bacillus cereus ATA179. The best results among the physical parameters were 45 ° C,
pH 7.0, shaking speed 50 rpm, inoculation amount 7% and inoculum age 24 hours.
Sucrose as the best carbon source, (NH4)2HPO4 as the best nitrogen source, CaCl as the
best metal ion were obtained. The best results among the physical parameters were
determined at 45°C, pH 7.0, shaking rate 50 rpm, inoculation amount 7% and inoculum
age 24 hours. ATA179 strain showed a 51,1% increase in enzyme production in the
modified medium created by optimizing nutritional and physical conditions. Optimum
temperature and pH of the partially purified enzyme were 55° C and 6.0, respectivelly.
Thermostability and pH stability studies showed that the enzyme is thermostable and
acidophilic. CaClz, Tween 20, Triton X-100 had an activating effect on enzyme activity.
Vmax and Km kinetic values were found as 18,28 U/ml and 0,11 mM, respectively. The
molecular weight was determined as about 47 kDa. The activity of enzyme was found to
be stable up to 75 days at -20°C. The potential strength of the enzyme in the detergent
industry was investigated and it was found that the enzyme was not affected by
detergent additives; and effective in removing fat in fabrics contaminated with oily
substances. The lipase of ATA179 bacteria may have the potential to be used in
detergent industry.

Key Words: Lipase, Bacillus sp., Nutritional and Physical Factors, Partial Purification,
Characterization, Detergent Application

2019, xii+119



TESEKKUR

Tez caligmalarim sirasinda bana her tiirlii aragtirma olanagi saglayan ve ¢alismamin her
asamasinda yakin ilgi gosteren, yardim ve Onerileri ile beni yonlendiren danigmanim
Sayin Prof. Dr. Elif DEMIRKAN” a,

Laboratuvar c¢aligmalarim esnasinda yardimlarini esirgemeyen sevgili arkadagim Baran
Enes GULER’e, Ars. Gor. Tuba SEVGI’ye, Dr. Aynur AYBEY’ye ve Busra
OZALPAR’a,

Yiiksek lisans ve doktora siiresince maddi olarak destekleyen Yurtdisi Tiirkler ve
Akraba Topluluklar Bagkanligi’na (YTB),

KUAP(F)-2018/5 No’lu Proje ile tezimi katki maddi destekleyen Bursa Uludag
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimi Baskanligi’na,

Bursa Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Ogrenci Isleri personellerine,

Bugiine kadar hep yanimda olan ve bana gii¢ veren basta sevgili esim Mariama
SOULAIMANE ve canim kizim Esranur’a,

Bugiinlere gelmemde en sikintili zamanlarda bile esirgemedikleri maddi, manevi

desteklerini ve emeklerini asla ddeyemeyecegim canim aileme, tiim hocalarima ve
arkadaslarima sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

12/07/2019
Maoulida ABDOU



ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt n et I
ABSTRAC T ...ttt ettt I
ICINDEKILER .......ooviviiieieeieeeeeeceeeee et ene e v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI ......ccovvniiniiineiniierireineienreceseieneesinennnes vii
SEKILLER DIZINT....coooiiiiiiieieeioeeeeeeeee e X
CIZELGELER DIZINT ... Xi
1. GIRIS ..ot 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI.....oiiiiiiiiieieeteiteeseee ettt st 4
2.1. Lipazlarin tarihgesi ....ueeeeiieeeiie et 4
2.2 Lipaz - katalizli reaksiyonlar............cccoeviieiieiiiiiienieeiieie e 4
22,10 HIATONZ it 5
2.2.2.  Sentez reakSIYONIATT ....cceieiieiiiiiieie et e 7
0 R B () 0§ 115 ) PSSR 7
2.2.2.2. TransesteriflKaSYOMN ........ccccierieiiiieiiieeiieriee ettt ettt et e e eeees 8
2.3. Lipazlarin adlandirilmasi ve simiflandirilmasi..........ccccoeeveevciiencieenciieeeiieeee, 12
2.3.1.  Lipazlarin adlandirilmasi...........ccceevieriiinieiiiieiieeieeieese e 12
2.3.2.  Lipazlarin Smiflandirtlmast..........ccceeeciiieiiiiieiiieeciiececeee e 13
2.3.2.1. Spesifikligine gore lipazlarm siniflandirtlmast ........c.cccccevveviiniiiiniincnnenn. 14
2.3.2.1.1.Substrat spesifik lPazIart ..........ccccveeeiiieiiieeiieeeeeeeee e 14
2.3.2.1.2.Regioselektif lPazZIar ...........cccoevieeiiiiiiiiieieee e 15
2.3.2.1.3.Enantiyoselektif lIpazlar..........cccccocviiiiiieiiieeiieeeeeeeeee e 15
2.3.2.2. Kaynaklarina gore lipazlarin siniflandirtlmast.........c.ccooceeviiiiniininiininnennen. 16
2.3.2. 2. 1.BitKiSel HIPAZIAT ...c..vvieeiiieeiieecee ettt e 16
2.3.2.2.2. Hayvansal lIPazIar...........ccceeiiiiriiiiiieiieeieeste ettt 17
2.3.2.3. Mikrobiyal [IPazIar..........ccccueieiiiieiiieeieeeee ettt e e 18
2.3.2.3.1.Fungal (mantar) [iPazlar............ccceerirriieiieiiieiieeie et e 18
2.3.2.3.2.Maya HPAZIATT.....cceiiieiiiie ettt ae e et e e e e nea e 20
2.3.2.3.3.Bakteriyel Lipazlar..........ccccoevuiiiiiiiieiiecie ettt 21
2.4. LIpazIarin YapiST....ueecuieeciieeeiie et eciee ettt tae et e e e e e 23
2.5. Lipaz katalizli Reaksiyonlarm Endiistriyel Kullanim Alant .........c.cccccceeenee. 25
2 T8 DN D 1< (5 g -0 U ) USROS 28
2.5.20 BIYOQIZEL oottt e 29
2.5.3.  G1d@ @NAUSTIIST . ceeueieiieiiieiiie ettt ettt sttt 29
2.54. St ve Aroma ENdUSHIIST...ccueeveriertiiienienieeieeiereee e 30
2.5.5.  AUK SU QITEIML.c.eiiiiiiiiiieee ettt et 31
2.5.6.  S1vI Ve Katl YAGIAT...cciiiiiiiiiiiiecie e e 31
2.5.7.  Kozmetik V& Parflimeri......cccccecuiieriiiieiiie ettt evee e e e saee e 32
2.5.8.  Deri ENAUSIIIST..coueeiiriiestieieiiesieeieet sttt sttt sttt 32
2.5.9. Tarimsal Kimyasallar (agrokimyasallar)............ccccceeriiiriniiienniiieeiie e 32
2.5.10. BiyoremediaSYOm .....cceeiuiiriieriieeiieiieeieenieeeiteeteesteeaeeseaeenbeesaeeenseessneeseenneeenne 33
2.5.11. Medikal ve 11a¢ ENAUStIiSI.......c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 33
2.6. Bacillus Cinsinin Genel OzelliKIEri................coooevevevereeeeeeeeeeeeeeseee s 34
2.6.1.  Bacillus Lipazinin Genel OzelliKIeri............c.oveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 35
3. MATERYAL VE YONTEM ....ccoovviiiiiirieiinniesineiiesiesisensesiesessssesesesssessenes 39



3.1. 1\ 7<) 21 DS URP 39

3.2. YOMECIIL ..ottt sttt et ebee e ens 39
3.2.1.  Lipaz pozitif bakterilerin kalitatif taranmasi ............cccceeeeveeerviieeniienciee e, 39
3.2.2.  16S rRNA analizi (Filogenetik analiz)..........cccccoeeeeviiiiiiniieiiieeeeeeeeee 40
3.2.3.  Enzim iiretim ortaminin belirlenmesi............ccecueeiieriiiiiiiiieinienieeeeeieee 40
3.2.4.  Bakteri Giretim KOSUIIATT........cccveiiiiiiciiieeieeee e 41
3.2.5. Bakteri liremesinin ve enzim aktivitesinin OlgUlmesi...........cccceeeeeiivieeeeenneen.n. 41
3.2.6.  Bakteri gelisimi ve enzim {iretimi iizerine besinsel faktorlerin etkisi.............. 43
3.2.6.1. Karbon (C) kaynaklarinin etkisi..........ccccccveeriiiieiiiieeniie e 43
3.2.6.2. Azot (N) kaynaklarinin etkisi.........cccccceeriieriiniienieeieeie e 44
3.2.6.3. Metal iyonu kaynaklarinin etkisi........cccceccueeeiiieeiiieeiiieciee e 44
3.2.7.  Bakteri gelisimi ve enzim {iretimi tizerine fiziksel faktorlerin etkisi ............... 44
3.2.7.1. S1CAKIZIN @LKIST .eovviiieeiiieeiie ettt et e 44
3.2.7.2. PHNIN @TKIST .eouviiiiiiiieciii ettt ettt et ettt e 45
3.2.7.3. Havalandirmanin etkisi (Calkalama hiz1)............cccoeeeiieniiiiiniieiiieceeeee 45
3.2.7.4. Inokiilasyon miktarinim etKiSi...........cococoveveeereveverieeeeeeeeeeeeeeeseseseeseeseseseeeen. 45
3.2.7.5. Inokiilasyon yasinin €tKiSi..........ococoeerereuerieiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesenenns 46
3.2.8.  Maksimum lipaz iiretimi i¢in modifiye ortamin hazirlanmasi......................... 46
3.2.9. Lipaz enziminin kismi saflagtirtlmasi...........cccceeveiiienciiieniieiiiie e 46
3.2.9.1. Amonyum siilfat COKtUIMEST ....ccueeruiieiieiiieiieeie et 47
3.2.9.2. DIYAZ coeiiieiieeeie ettt ettt et 47
3.2.9.3. Ultrafiltrasyon ile diyalizatin konsantre edilmesi ..........ccccoceeverienennenienenne 48
3.2.9.4. Protein miktarinin belirlenmesi ..........cccoveeeiiiniiiiienii 48
3.2.10. Lipaz enziminin KarakterizaSyonu.............ccccueevuienieeiienieniiienieereeseeeeeee e enne 49
3.2.10.1. Enzim aktivitesi {izerine sicakliZin etkisi..........cccoeerviieeriieeniiieeiiieeiee e 49
3.2.10.2. Enzim aktivitesi lizerine pH’nin etkisi ........cceeevierieriiienieiiieieeieeee e 50
3.2.10.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Potansiyel Bilesiklerin EtKisi............ccocoevrvevecnnnne. 50
3.2.10.4. Kinetik parametrelerin Saptanmast..........cc.eeeeveeriiieeniiieesieeenieeeseeeeeeeeeveee e 50
3.2.10.5. Enzimin molekiiler agirliginin teSpiti........ccceevevieriieriiienieeiieieeieesee e 50
3.2.11. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi............ccccceevveeeveernnennee. 51
3.2.12. Lipaz enziminin deterjan endiistrisinde kullanim potansiyelinin belirlenmesi 51
3.2.12.1. Lipazn siirfektan ve oksitleyici ajan varliginda stabilitesi ............ccceeeveeneee. 51
3.2.12.2. Kirletilmis kumasglara lipaz uygulanmast............cccceeceeeciienineiienieceeeieeee 51
4. BULGULAR ...ttt ettt 53
4.1. Lipaz pozitif bakterilerin belirlenmesi ..........c.ceeeeverieniiienienieenieeeee 53
4.2. 6S rRNA analizi (Filogenetik Analiz).........ccceeovveeniieenciieeiieeiee e, 55
4.3. Lipaz liretim ortaminin belirlenmesi...........cccceevieiciieniiiiiiniieieeeceeeee 57
4.4. Enzim Uretimi Uzerine Besinsel Faktdrlerin EtKisi...........cccoveveveveveceruerennnes 59
4.4.1. Karbon (C) kaynaklarinin etkisi..........ccceevieriieiieniieiienieeieeeie e 59
4.4.2.  Azot (N) kaynaKlarimnin etKiSi........ccceereuiieriiiieniiieiie e 61
4.43. Metal iyonu kaynaklarinin etkisi..........cccoevveeriienieiiiiiniieiieie e 62
4.5. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Fiziksel Faktorler ............ccccoooevevevreunnnne. 64
4.5.1. S1CaKIZIN CTKIST .eeeuviiiiiieiieiiieiie ettt ettt et e ae et beenee e ens 64
T TN o) & 08 111 <4« 1) U SUS 65
4.5.3. Havalandirmanin etkisi (Calkalanma etkisi) ..........cccccoovueeeviiiiiieeecieeeeeeee, 66
4.5.4. Inokiilasyon miktarinin EtKiST .......cccoceeeeviveeeeeeieieeeeeeeeee e, 67
4.5.5. Inokiilasyon yasimin etkiSi...........c.cocoeverierevieieeeeeeeesesseeeeeeseseseeeeeseseseseeeeeenas 68
4.6. Maksimum Lipaz Uretimi I¢in Modifiye Ortamin Belirlenmesi ..................... 69



4.7. Lipaz Enziminin Kismi Saflagtirilmast .........cccceccveeviiieeiiieiieeeie e 70

4.8. Kismi olarak saflastirilan Lipaz Enziminin Karakterizasyonu...........c..cc..c...... 72
4.8.1.  Sicaklik ve sicaklik stabilitesinin etkisi.........ccceceeriiiiiiiiiiiiiinicceiceeee 72
4.8.2. pH ve pH stabilitesinin etkiSi .........cccueeviieriiiiiienieiiieie e 74
4.8.3.  Enzim aktivitesi lizerine potansiyel bilesiklerin etkisi...........ccccceevervrercrieennnenn. 76
4.8.4. Enzim Aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi..............cccceeeuenn. 78
4.8.5. Enzimin molekiiler agirliZimnin tespiti........ccccueeviieiriiieinieeeiie e 79
4.9. Ham Enzimin Depolanma Stabilitesinin Belirlenmesi .............cccccoeeieriiiiiieniennn. 80
4.9. Lipaz nziminin Deterjan Endiistrisinde Kullanim Potansiyelinin Belirlenmesi
81
4.9.1. Lipazin siirfektan ve oksitleyici ajan varliginda stabilitesi..........ccccceeeeuveeneen. 82
4.10.  Kirletilmis Kumaslara Lipaz Uygulanmast............ccccceeviiiiiienieeniienieeiieene 82
5. TARTISMA VE SONUC .....coiiiiieieiieie ettt 86
KAYNAKLAR .ottt sttt et st st 103
OZGECMIS .ot 119

Vi



SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler Aciklama

% Yiizde orant1
(NH4)2HPO4 Diamonyum siilfat

[S] Substrat Konsantrasyonu
°C Santigrat Derece

CuSOq4 Bakir siilfat

Dk Dakika

FeSOq4 Demir siilfat

G Gram

H202 Hidrojen peroksit

KCl Potasyum kloriir

kDa Kilodalton

Km Michaelis-Menten sabitesi
KOH Potasyum hidroksit
LiSO4 Lityum siilfat

M Molar

mg Miligram

MgSO4 Magnezyum siilfat

mL Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

MnSOg4 Manganez (II) siilfat
NaCl Sodyum kloriir

nm Nanometre

U Unite

Vmax Maksimum enzim aktivitesi
ZnSOq4 Cinko siilfat

uL Mikrolitre

uM Mikromolar

ug Mikrogram
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1. GIRIS

Hiicresel yapilar i¢in 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler c¢esitli amaclarla
kullanilmak {izere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Binlerce yil Oncesinde
enzimlerin ve enzim iireten organizmalarin kullanilmasina karsilik, enzimler hakkinda
bilimsel denebilecek arastirma ve bulgular ancak gectigimiz yiizyilda gozlenmeye
baslanmistir. Endiistride kullanilan kimyasal katalizérlerle kiyaslandiginda enzimlerin
kullanim1 pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Yiiksek katalitik etkinlik ve 6zgiilliiklere sahip
olmalari, gereksiz yan iriinleri olusturmamasi, enzimlerin protein yapida olmalar
biyolojik olarak bozulabilmelerine olanak tanimasi ve atik bertarafin1 kolaylastirmasi
nedeni ile enzimlerin endiistriyel olarak kullanimi 1960’lardan bu yana artan bir
ivmeyle yayginlasmaktadir (Aehle 2004, Krajewska 2003). Enzimler basta gida sanayisi
olmak {izere deterjan endiistrisinde, kagit iiretiminde, deri islenmesinde, tekstil endiistri
gibi diger endiistriyel alanlarda da kullanildig1 gibi tipta teshis ve tedavide de genis bir
kullanim alanina sahiptir (Kirk ve ark. 2002, Daniels 1992). Diinya genelinde kullanilan
ticari enzimlerin %60’ proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %5’ini lipazlar ve geri
kalan kismini diger enzimler olusturmaktadir (Zimmerman ve ark. 2014, Sidhu ve ark.
1997).

Endiistriyel alanda kullanilan enzimlerin %80’nini polimerlerin dogal yapisini
bozabilen hidrolazlar olusturmaktadir (Kasavi 2006). Endiistride en genis yer bulan
hidrolaz grubundaki enzimler proteazlar, amilazlar, lipazlar ve fitazlardir. Bu enzimler
arasindaki lipazlar (Triagilgliserol acilhidrolazlar; EC 3.1.1.3) uzun zincirli yag
asitlerinin gliserol esterlerini pargalayan enzimlerdir (Babu ve Rao 2007, Prazeres ve
ark. 2006). Lipazlar ¢esitli biyoteknolojik uygulamalar i¢in kullanimi hizli ve istikrarl
bir sekilde arttig1 icin fizyolojik ve ticari olarak dnemli bir enzim grubudur (Jaeger ve
Eggert 2002). Lipazlarin kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Genel olarak, lipazlar organik
kimyasal isleme, deterjan formiilasyonu, biyosiilfonat sentezi, zirai kimyasal endiistri,
kagit imalati, gida, kozmetik ve farmasotik islemede gelecek vaat eden uygulamalara
sahiptir (Houde ve ark. 2004, Sharma ve ark. 2002). Lipazlar hayvan yemlerinde de
biiyiik bir uygulama alan1 bulmaktadir. Tipta lipaz yardimiyla yapilan kan testi akut

pankreatit ve yaglarin lipitlere par¢alanmasina yardimci olarak pankreas enzimi



replasman tedavisi (PERT) goren hastalara da yardimci olmaktadir. Diger yandan,
yiiksek secicilik avantajina sahip olan lipazlar polifenol ve polyester gibi polimerlerin
sentezini katalizlemek i¢in kullanilirlar. Coklu reaktif gruplara sahip yapisal olarak
karmasik monomerler, farkli kaynaklardan elde edilen ticari lipazlar kullanilarak ytiksek
verimle polimerlestirilirler. Endiistrinin hemen her alaninda kullanilan enzimler
genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Cilinkii mikroorganizma kaynakli
enzimlerin bitkisel ve hayvansal enzimlere gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek
olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve ucuz olmalar1 ve fazla
miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Giinlimiizde endiistriyel amaclh
kullanilan enzimlerin yaklasik %96°s1 mikroorganizmalardan tiretilmektedir (Wolfgang
2004). Bunlarin yaklasik %60’1 filamentdz fungi, %24°l bakteriler, %6’s1 hayvanlar,
%4’1 mayalar ve %2’si Streptomyces tarafindan tiretilmektedir (Lowe, 2001). Cesitli
endiistri alanlarinda kullanilan enzimlerin dagilimlarina bakildiginda gida endiistrisinde
%41, deterjan endiistrisinde %34, tekstilde %11, deri endiistrisinde %3, kagit
endiistrisinde %1 ve diger uygulamalarda %6 oraninda enzim kullanilmaktadir (Smith
2004).

Deterjan endiistrisi endiistriyel enzimlerin biiyiik piyasasini olusturmaktadir (Saeki ve
ark. 2007). Deterjan katki maddesi olarak enzimlerin kullanimi hem deger hem de
hacim olarak endiistriyel enzimlerin hala en genis uygulamasi goriiniimiindedir (Kirk ve
ark. 2002). Enzim teknolojisindeki hizli gelismeler ile birlikte, deterjan endiistrisinde
mikrobiyal lipazlara olan talebi de arttirmistir. Mikrobiyal lipazlar, yiiksek verimdeki
cesitliligi, genetik modifikasyon kolayligi ve katalitik aktiviteleri nedeniyle
hayvanlardan ve bitkilerden elde edilen lipazlardan daha etkili olabilir. Endiistride daha
cok bakteri ve mantar lipazlar tercih edilmektedir. Bakteriler igerisinde Bacillus tiirleri
onemli bir yer tutmaktadir. Ciinkii baz1 Bacillus tiirleri termostabil lipaz {iretimine
sahiptir ve termostabil lipazlar endiistride genis yer bulmaktadirlar (Bhosale ve ark.
2016). Bakteriyel lipazlar ¢ogunlukla ekstraseliilerdir ve sicaklik, pH, azot ve karbon
kaynaklari, inorganik tuzlar, havalandirma ve ¢dziinmiis oksijen konsantrasyonu gibi
beslenme ve fiziko-kimyasal faktorlerden biiylik Olgiide etkilenirler (Gupta ve ark.
2004). Mikrobiyal yolla enzim iiretiminin ilk asamast uygun mikroorganizmanin
secimidir. Kiiltiir ortam1 ve fermantasyon kosullar1 da enzim tiretimini etkileyen 6nemli

parametrelerdir. Ortam igeriginin optimize edilmesi amaciyla farkli kaynakli karbon,



azot ve metal iyon kaynaklar1 kullanilmaktadir (Khalil ve ark. 2003). Enzim iiretiminde
mikroorganizmalarin yliksek bir paya sahip olmasi nedeni ile {iretimi artirmak igin
iiretim ortaminin modifiye edilmesi kadar modifiye edilmis mikroorganizmalarin

kullanilmas1 yoluna da gidilmektedir.

Bu tez projesinin amaci, dogal kaynaklarimiz olan toprak orneklerinden (50 farkli sehir)
daha onceden izole edilmis toplam 341 Bacillus sp. suslarindan lipaz enzimi iiretim
kapasitelerinin saptanmasi, en yiiksek lipaz tretimine sahip bir adet Bacillus sp.
susunun segilerek 16S rRNA ile tiir seviyesinde tanimlanmasi, lipaz enziminin {iretim
kosullarinin  optimizasyonu, kismi saflagtirilmasi, karakterizasyonu ve deterjan

endiistrisinde kullanim potansiyelinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Lipazlarin tarihgesi

300 yildan uzun siiredir trigliseritleri hidrolize eden enzimler incelenmis ve lipazlarin
hidrolizi katalizleyebilme ve esterlerin sentezini yapma kabiliyeti 1927 yilinda
tanmmistir (Van Der Walle 1927). Claude Bemard lipazlar1 1846 yilinda, insan
pankreas hiicreleri tizerinde ¢alisirken kesfetmistir. Pankreas suyunda, ¢oziinmez yag
damlaciklarini hidrolize eden ve bunlar1 ¢dziiniir {iriinlere doniistiiren bir enzim olarak
gozlenmistir. Lipazlar geleneksel olarak hayvan pankreasindan elde edilir. Lipazlar
diger hidrolazlarla (pankreatin) ham bir karistmi ya da saflastirilmis halinde insan
tiiketimi i¢in sindirimin yardimcisi olarak kullanilir. Pankreas sikintisi ve mevcut
malzemelerin toplanmasindaki zorluklarla mikrobiyal lipazlara ilk ilgi gelismistir
(Hasan ve ark. 2006). 1901'de, varliklar1 Bacillus cinsi bakterilerde gozlemlenmistir
(Jaeger ve ark. 1994) ve daha sonra baska mikroorganizmalarda da tespit edilmistir bu
mikroorganizmalar  Candida, Geotrichum, Rhizopus, Bacillus, Pseudomonas,

Burkholderi ve Streptomyces dir (Anjali Ve Haresh 2013).

Bugiin en iyi arastirilmis lipaz tireten bakterileri temsil edenler Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. Fluorescens
olarak verilmektedir (Jaeger ve ark. 1994). Daha sonralari lipazlarin sentezinden
sorumlu olan genler dizinlenmis ve otuzun iizerinde dogal kaynaktan elde edilen lipaz
geni ¢esitli konak hiicrelerine aktarilmistir (Jawed ve ark. 2019). Bugiin halen lipaz
tireten yeni mikroorganizmalar dogadan izole edilmekte ve karakteristik o6zellikleri

ortaya c¢ikarilmaktadir.

2.2. Lipaz - katalizli reaksiyonlar

Genellikle lipaz katalizli reaksiyonlar esas olarak sulu ve susuz sistemlerde hidroliz ve
sentez olmak {izere iki kategori altinda gruplanir (Sharma ve ark. 2001). Sentez
reaksiyonlar1 esterifikasyon ve transesterifikasyon (aminoliz, interesterifikasyon, alkoliz
ve asidoliz) olarak siniflandirilmaktadir (Castillo ve ark. 2015). Bu reaksiyonlarda
olusturulabilen farkli bag tipleri icerisinde en 6ne ¢ikanlar C-C, C-N, C-O veya C<S
baglaridir (Cai ve ark. 2011). Farkli reaksiyon 6zelliklerinden dolay1 endiistride genis



bir uygulama alanina sahiptir (Divakar ve Manohar 2007). Lipazlar hem kokenleri
(bakteriyel, fungal, memeli vb.) hem de 6zellikleri bakimindan biiytlik 6l¢lide farklilik
gosterirler ve genis bir aralikta yer alan farkli karboksilik esterlerin hidrolizini veya
sentezini katalize ederek organik asitler ve gliserol aciga ¢ikartabilirler (Hasan ve ark.
2006). Lipaz katalizli reaksiyonlar agirlikli olarak biyoproses endiistrilerinde giibreler,
biyodizel, kozmetikler, aroma verici yiyecekler, vs. gibi ¢esitli onemli iiriinlerin iiretimi

i¢in kullanilmaktadir.

2.2.1. Hidroliz

Genel olarak, enzimatik hidroliz bilim, teknoloji ve endiistride onemli kabul edilir,
lipazlar su molekiillerinin varhi§inda triagilgliserollerin ester baglarim katalizler ve bu
olaya hidroliz denir. Triagilgliseroller lipazlarin ana substratlaridir. Bunlar yliksiiz
lipitlerdir. Trigliseritler, bir gliserol molekiilii ve ester baglariyla birbirine baglanan i¢
yag asidi molekiilinden olusan en yaygin lipit tipleridir (sekil 2.1). Herhangi bir
lipiddeki gliserol molekiilii her zaman ayni kalir. Yag asitleri, genellikle son ucunda bir
karboksil grubu (-COOH) bulunan 14-24 karbon igeren hidrokarbon kuyrugundan
olusan organik asitlerdir (Anonim 2010). Lipoliz olarak da bilinen olayda lipaz
varlhiginda yag veya esterin karsilik gelen yag asitlerine ve gliserol veya alkole

parcalanmasini igeren bir hidroliz reaksiyonu gerceklesmektedir (sekil 2.2).
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Sekil 2.1 Trigliserit yapist (Anonim 2010)
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Sekil 2.2. (a) Trigliseritin lipaz ile hidrolizi. (b) Bir lipaz molekiiliiniin substrat
etkilesimli bolgesinin temsili gosterimi) (Gopinath ve ark. 2013).

Yaglarin enzimatik pargalanmasinda lipazlar1 kullanmak yiiksek verimlilik ve
spesifikligin yaninda diisiik sicaklik ve basingta gerceklestirildiginden olduke¢a caziptir.
Bu reaksiyonlar ile yag asitleri, diacil gliseroller, monoagilgliseroller, giinliik {irtinler,
tatlandirict maddeler ve deterjanlarin iiretiminde kullanilmaktadir (Villeneuve ve ark.
2000, Sokmen 2005). Bu esterolitik reaksiyonlar, N-izopropilakrilamid ve siiksinik asite
dayanan polimerik matrisler gibi ¢ok cesitli {iriinlerin sentezinde biiyiik bir potansiyele
sahiptir (Sarmah ve ark. 2018). Ayrica, gliserol ve karsilik gelen serbest yag asidi
iiretmek i¢in yliksek oleat aycicegi yagi rasemik esterolitik reaksiyonunu katalize etmek
icin C. rugosa'dan lipaz kullanilmistir (Milasinovic ve ark. 2014). Ayrica, bebek siitii
formiilleri, hidrolitik katalizér olarak lipaz kullanilarak iiretilir (Kim ve Akoh 2015).
Degerli yag asitleri liretmek i¢in zeytinyaginin enzimatik hidrolizinin, uzun alkil zinciri
iyonik sivilar1 tarafindan olusturulan emdiilsiyon sistemleri ile gelistirilebilecegi

bildirilmistir (Santos ve ark. 2015).



2.2.2. Sentez reaksiyonlari

2.2.2.1. Esterifikasyon

Esterifikasyon, alkoller ve karboksilik asitler arasinda ester ve su ile sonuglanan ¢ift
yonlii bir reaksiyondur (sekil 2.3). Esterifikasyonda lipaz bir yag asidini bir kovalent
bagla bir alkole baglayarak bir ester sentezler ve bir su molekiilii agiga ¢ikartir (Castillo
ve ark. 2015). Esterifikasyon hidrolizin tam tersi gergeklesen bir reaksiyondur.
Esterifikasyon reaksiyonlar1 tersinir reaksiyonlardir ve susuz ortamda gerceklesirler.
Reaksiyon ortaminda asir1 su olmasi durumunda denge hidroliz yoniindedir. Fakat
ortamda su miktar1 sinirh ise denge esterifikasyon tarafindadir (Seleci 2007). Lipaz
katalizli esterifikasyon, organik ester iiretimi alaninda tek yan iiriin olarak elde edilen su
acisindan cazip oldugu ve konvansiyonel kimyasal sentez islemlerinin aksine herhangi
bir tehlikeli ¢oziicii kullanimini icermemesi nedeniyle organik ester iiretimi alaninda
bliylik onem kazanmaktadir. Ek olarak, esterlesme islemi sirasinda suyun yerinde

cikarilmasiyla tam doniisiimler saglanabilir (Stergiou ve ark. 2013).

Esterlerin genis bir kullanim yelpazesine sahip olmasi nedeniyle, esterlesme son derece
onemlidir.  Esterifikasyon sonucunda monoagilgliseroller diagilgliseroller ve
triagilgliseroller olusmakta ve bunlar kozmetik, gida, eczacilik gibi bir¢ok alanda
kullanilmaktadir (Clementz ve ark. 2016). Lipaz katalizli esterifikasyon, emiilgator
olarak kullanilan monoasilgliseroller ve kozmetik endiistrisinde kullanilan jojoba yagina

benzeyen balmumu esterleri gibi ¢esitli tiriinler verir (Kumar 2009).

Baz1 onemli 6rnekler arasinda, laktik asitleri veya alkol iceren karboksilik asitleri
kapsayan esterlesmeyi katalize etmek i¢in C. Antarktika’dan lipaz kullanilmaktadir.
Ayrica R. meihei ‘den elde edilen lipaz kullanilarak di hidroksi stearik asidin

esterlenmesi saglanmaktadir (Phuah ve ark. 2015).

Lipaz katalizli esterlesme reaksiyonlarinin ¢ogu, gida endiistrisinde, 6zellikle kat1 ve

stv1 yaglardan gliseritlerin liretiminde kullanilir (Reis ve ark. 2009).

Bu reaksiyonlar, bitkisel yaglarin insan kullanimi i¢in degistirilmesinden saf
kimyasallarin iiretilmesine kadar degisen uygulamalara sahiptir. Lipazla katalizlenmis
sekerlerin ve seker alkollerinin biyobozunurluklar1 ve diisiik toksisiteleri nedeniyle

geleneksel yontemlere gore avantajli oldugu bulunmaktadir (Sharma ve Kanwar 2014).



Lipaz katalizi, esterifikasyon yoluyla oleik asit, bitkisel yag ve mikroalgdan biyodizel

tiretiminde iyi bilinmektedir (Fernandez ve ark. 2010).
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Sekil 2.3. Lipaz tarafindan esterifikasyon reaksiyonu (Ganasen ve ark. 2014).

2.2.2.2. Transesterifikasyon

Transesterifikasyon, prensip olarak esterlerin alkoller, karboksilik asitler ve diger
esterlerle reaksiyon gerceklestirmesidir (Nikul ve ark. 2015). Bir esterin organik grubu,
alkol (alkoliz), asit (asidoliz), ester (interesterifikasyon) ve amin veya amonyak
(aminoliz) grubuyla yer degistirir. Dolayisiyla, lipazlar tarafindan katalize edilen
transesterifikasyon reaksiyonlar1 alkoliz, asidoliz, aminoliz ve interesterifikasyonu
reaksiyonlarmi icermektedir (Castillo ve ark. 2015).

Kimyasal modifikasyon endiistride yaygin olarak kullanilir, ancak yalnizca randomize
irlinler yapilabilir. Enzimatik modifikasyon avantajlidir, ¢linkii sadece hafif reaksiyon
kosullar1 gereklidir, minimal yan iiriin olusumu iiriin verimini arttirir ve lipazlarin
spesifikligi lirtin 6zellikleri ve uygulamalar1 {izerinde daha iyi kontrol yapilmasina izin

Verir.

Cesitli ticari acidan onemli kimyasallar transesterifikasyon reaksiyonlar1 yani sira
alkoliz, asidoliz ve interesterifikasyon ile iiretilmektedir. Bunun nedeni, esas olarak
lipaz katalizlenen reaksiyonlarin daha az enerji harcadig1 ve kolay {iriin geri kazanimi

sergilemesidir. Biyodizel iiretiminde lipaz katalize eden reaksiyonlar en Onemlisi



transesterifikasyondur. Bu tip reaksiyon cevre dost ve ekonomik verimli acidan
biyodizel uygulama siirecleri ¢ok cazip bulunmaktadir. Son zamanlarda yapilan
caligmalar, lipaz katalizli transesterifikasyon ile gida endiistrisindeki ucuz, yok
edilemeyen ve bol miktarda bulunan atik yaglar1 kullanarak biyodizel sentezi icin etkili

oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Borrelli ve Trono 2015).

Diger uygulamalar ¢esitli kaynaklardan arasinda lipazlar kullanilarak siikroz esterlerinin
sentezlenmektedir. Ornegi M. Meihei siikroz ve metanol transesterifikasyonu ile
emiilsiferler, kisisel bakimin ve kozmetik iirlinlerin 6nemli tliretim uygulamalara sahip
olmaktadir (Shahla ve ark. 2010). Daha ucuz yiyecek maddelerinden kakao yag: iiretimi
de ornek olarak verilebilir. Bu iiriin palm yagi ve stearik asit veya palm yagi ve
tristearogliserol igeren lipaz katalizli transesterifikasyonu ile gerceklestirilmektedir
(Villeneuve ve ark. 2000). Ayrica, palm stearin karigimlarinin ve ticari lipozim bazli
mango lipitlerinda 7. lanuginosus bakterisinin interesterifikasyonu ile 6zel yaglar

sentezlenmektedir.

Alkoliz reaksiyonlari; triagilgliserol (TAG) molekiillerinden yag acil gruplarinin
gliserol (gliseroliz) veya etanol (etanoliz) gibi bir alkole aktarildigi reaksiyondur
(Rousseau ve Marangoni 2008). Yani alkoliz, bir alkol ve bir ester arasinda ger¢eklesen
esterlesme reaksiyonudur (sekil 2.4) (Akdere 2003). Bu iiriinler kozmetik, gida ve
eczacilik gibi farkli alanlarda kullanilmaktadir (Gunstone 2001). Alkoliz
reaksiyonlarinda metanol, biitanol, propanol gibi basit alkoller kullanilir. Bu alkoller
arasinda en ¢ok metanol kullanim alani1 bulmaktadir. Ciinkii metanol kisa zincirli bir

alkoldiir ve polar bir bilesiktir (Willis ve Marangoni 2002).
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Sekil 2.4. Alkoliz reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan iiriinler TAG:
Triagilgliserol; MAG: Monoagilgliserol; DAG: Diagil gliserol (Rousseau ve Marangoni
2008).

Asidoliz reaksiyonlart; yag acil gruplarimin serbest yag asitlerinden (serbest yag asitleri:
FFA’lar) triagilgliserol (TAG) molekiillerine dahil edilmesini igerir (Rousseau ve
Marangoni 2008). Yani asidoliz, bir asit ve bir TAG arasinda acil gruplarinin yer
degistirmesi reaksiyonudur (sekil 2.5) (Fomuso ve Akoh 2002). Asidoliz, yeni serbest
yag asidinin triagilgliserole katilimini gergeklestirmede son derece etkili bir yontemdir
(Willis ve Marangoni 2002). Belirli fonksiyonlara sahip serbest yag asitlerini bitkisel
yaglara baglayarak, bu yaglarin besin degerleri yiikseltilebilir (Senanayake ve Shahidi
2002). Bitkisel yaglar ve balik yaglarindan yaygin olarak asidoliz yontemi ile
yapilandirilmis yag iiretilmektedir (Willis ve Marangoni 2002). Asidoliz reaksiyonlar1
sonucu elde edilen iiriinler enerji iceceklerinde de kullanilmaktadir. Daha ucuz yiyecek
maddelerinden kakao yagi liretimi de ornek olarak verilebilir. Bu iiriin palm yag1 ve
stearik asit veya palm yagi ve tristearogliserol igeren lipaz katalizli asidoliz ile

gergeklestirilmektedir (Villeneuve ve ark. 2000).
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Sekil 2.5. Lipaz katalizli asidoliz reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan iirtinler
Serbest yag asitleri (free fatty acids (FFAs)), Yapisal lipit (Structured lipid (SL))
(Rousseau ve Marangoni 2008)

Interesterifikasyonu (i¢ esterlesme) reaksiyonlari; iki veya daha fazla TAG molekiilii
arasinda yag acil gruplarinin degisimini igerir (sekil 2.6). Azaltilmis kalorili yaglar ve
diisiik trans/trans serbest yaglar lipaz varliginda interesterlesme reaksiyonu ile iiretilir.
Bu yaglar atistirmalik {iriinlerde, trans serbest margarin yapiminda, soslar ve ¢ipslerde

kullanilmaktadir (Anonim 2018).
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Sekil 2.6. Lipaz katalizli interesterifikasyon reaksiyonu ve reaksiyon sonu ortaya ¢ikan
irtinler (Rousseau ve Marangoni, 2008).

Aminoliz; esterlerin aminolizi elektrofil ve bir niikleofil bir arasindaki bir model

reaksiyonudur. Reaksiyon esas olarak bir molekiilin bir amin veya amonyak ile
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reaksiyona girmesini igerir (Sarmah ve ark. 2018). Lipaz katalizli aminoliz reaksiyonlar1
(sekil 2.7), ozellikle farmasotik endiistrisinde, 6nemli anahtar kiral olarak saf iirtinlerin
dogrudan sentezini kolaylagtirdigi i¢in Onemli endiistriyel uygulamalara sahiptir.
Dikkate deger farmasotik uygulamalarin bazilari, domuz pankreas lipaz1i ve C.
cylindracea lipazi tarafindan tretilen olagan ve olagandisi amino asitleri igeren peptit
sentezlerini icerir (Hassan 2014). Diger ornekler, bir¢ok ilacin bag bilesenleri olan asit
amino asit esterlerinin sentezidir (Xu ve ark. 2015); fibromiyaljinin klinik tedavisine
yardimc1 olan milnacipran gibi ilaglarin sentezi, (Sanfilippo ve ark. 2014) ve anti-sitma
ilaglarinin sentezi ve hormon reseptorlerinin sentezi (Hassan ve ark. 2015). Lipaz
katalizli aminolizin diger uygulama alanlar1 kozmetik ve agrokimyasal iirlinleri igerir

(Couturier ve ark. 2009).

'ﬁ' Lipaz ﬁ
R-C-OR, 4+ R-NH, €«—> R-C-NHR, + R.-OH

Sekil 2.7. Lipaz tarafindan aminoliz reaksiyonu (Borrelli ve Trono 2015)

2.3. Lipazlarin adlandirilmasi ve siniflandirilmasi

2.3.1. Lipazlarin adlandirilmasi

Lipolitik enzimler en ©Onemli biyokatalistlerden biridir. Lipolitik enzimler gergek
lipazlar ve esterazlar1 kapsamaktadir. Lipaz (EC 3.1.1.3) ve esteraz (EC 3.1.1.1)
“Uluslaras1 Biyokimya Birligi Enzim Komitesi” tarafindan serin hidrolazlar sinifina
alinmistir ve bunlar ¢ok genis substrat spesifitesi gostermektedir. Gergek lipazlar (EC
3.1.1.3), 10 karbon atomundan daha uzun agil zincir uzunluklaria sahip uzun zincirli
acilgliserollerinin hidrolizini ve sentezini katalize eden karboksilesteraz olarak
tanimlanmaktadir (sekil 2.8). Buna karsilik, esterazlar (EC 3.1.1.1) suda c¢0ziiniir
substratlar1 tercih eder ve kisa asil zincir uzunluklarinda, 10 karbon atomlu veya daha az
olan gliserollerin hidrolizini katalize eder (bunter adlandirma 4 nolu). Lipazlar
trigliseritlerin gliserol ve serbest yag asitlerine hidrolizini saglayan enzimlerdir. Lipazlar

tarafindan katalizlenen reaksiyonlar ¢ift yonliidiir (Nwuche ve Ogbonna 2011).
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Sekil 2.8. Lipaz enziminin EC smiflandirilmasi (Giil 2013)

2.3.2. Lipazlarin Siniflandirilmasi
Genel olarak lipazlar, spesifikliklerinin (6zelliklerinin) yani sira kaynaklarina gore

siiflandirilabilir (sekil 2.9).

| Substrat Spes. 1 . MNon-Spesifik ‘
Lipazlan Lipazlan
Spesifildizine Regioselektif | 1.3 Spesifik
gore Lipazlan Lipazlan
[ Enantioseleltif | F‘L’ag ik 1
Lipazlan spesifik lipazlar
Lipazlanmn s - -
flandmrilmas: Bitki
Havyvan
Kaynaldam
Gre i ) [ )
- Bacek Hilintn
Lipaz )
Mikrobiyal MavyaLlipa=
Bakten Lipaz

Sekil 2.9. Spesifikliklere ve kaynaklara gore lipazlarin siniflandirilmasi (Sarmah ve ark.
2018)

13



2.3.2.1. Spesifikligine gore lipazlarin simiflandirilmasi

Spesifiklik; li¢ ana kategoride gruplandirilabilecek olan lipazlarin endiistriyel

uygulamalarinin  gdsterilmesinde 6nemli bir kriterdir; (i) substrata 0Ozgil, (ii)
regioselektif (bolgesel secicilik) ve (iii) enantioselektif (enantiyo se¢icilik). Farkli lipaz

siiflarinin spesifikligine gore islevselligi ¢izelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1. Spesifiklerine gore lipazlarin siniflandirilmasi (Sarmah ve ark. 2018)

Ana Substrat-Enzim Tipi Dogruluk Zaman Kaynaklar
siniflandirma Sistemi Uygulamalan
Substrat Kamelya yag1 + P. Esterifikasyon diacil gliserol yiiksek Zheng ve ark.
spesifigi Camembertii lipaz safligin tiretimi (2014)
Antarctica lipaz + Asidoliz Yapisal lipitler Savaghebi ve
Kanola yag1 Uretimi ark. (2012)
R. miehei ninlipaz+ Asidoliz Yapisal lipitler
Ceviz yag1 + kaprilik Uretimi Todorova ve
asit ark. (2015)
R. oryzae'nm lipaz + Transesteri- Biyodiyezel
. . zeytinyagi + metanol + fikasiyon Clementz ve
Regioselektif heksan ark. (2016)
Yakiti, atik su
MIJ2 A. Oryzae’'nin denitrifikasyonu, Song ve ark.
lipaz + metil butirat Hidroliz Yakit1 hidrojen (2008)
tiretimi, biyodizel
Transesterifikasiyon
Enatiospesifik | C.antarctica’nin lipazi+ Borza ve Peter
alkol Transesteri- flag endiistrisi (2015)
fikasiyon

2.3.2.1.1. Substrat spesifik lipazlari

Lipazlarin spesifikligi, enzimin molekiiler 6zellikleri, substratin yapisi ve enzimin
substrata baglanmasini etkileyen faktorler tarafindan kontrol edilir. Spesifik tipleri; I.
Substrat: (a) ayn1 enzim ile farkli TG, DG ve MG lipoliz oranlari; (b) TG, DG ve MG
icin ayni kaynaktan ayri enzimler; II. Konumsal: (a) primer esterler; (b) sekonder
esterler ve (c) spesifik olmayan hidroliz; IIl. Yag asidi, Yag asidi, benzer yag asitleri
icin tercih edilir; IV. Stereospesifiklik: Bir primer esterin digerine kiyasla daha hizli

hidrolizini kapsamaktadir (Jensen ve ark. 1983).
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Genel olarak, substrata 6zgii lipazlar tarafindan etki edilebilecek substratlar arasinda
yag asitleri ve alkol bulunur (Kapoor ve Gupta 2012). Son zamanlarda yapilan bir
arastirma, endiistriyel olarak ilgili ¢esitli islemlerde lipazlardan yararlanmak i¢in enzim
stabilitesi ile birlikte substrat spesifikliginin 6nemini bildirmektedir (Brigida ve ark.
2014). Substrat-spesifik lipazlar reaksiyonlarda etkili bir sekilde kullanilabilir, 6rnegin,
biyodizel (Ribeiro ve ark. 2011) ve yiiksek safliktaki diasilgliserollerin iiretimi (Borza
ve ark. 2015).

2.3.2.1.2. Regioselektif lipazlar

Lipaz regioselektifitesi, yapisal lipidlerin iiretiminde Onemli olan triasilgliserol
molekiiliinde primer ve sekonder ester fonksiyonlari ayirt etme yetenegidir (Chandler,
2011). Bu tiir bir lipaz 6zelligi, 6zellikle spesifik konfiglirasyonda optimal fonksiyon
gosteren izomerik bilesiklerin iiretiminde, kimya ve farmasotik endiistrileri igin biiyiik
Onem tagimaktadir.

Yakin zamanda meydana gelen regioselektif lipaz bulgularindan bazilari, flavonoid
tiirevlerini sentezlemek i¢in Rhizopus (R.) oryzae lipaz kullanilarak ferulik asit ile
kueteretin agilasyonu (Kumar ve ark. 2016), C. antarktika lipaz B (Novozym 435) ve
Burkholderia cepacia lipaz (Amano PS-IM) kullanilarak akasetin ve resveratrol 3,5-di-

O-beta-glikopiranosid sentezi (Hanamur ve ark. 2016).

Regioselektif lipazlar ayrica, segici islevlerine gore de siniflandirilabilir. Non-Spesifik
lipazlar: genellikle triagilgliserollerin serbest yag asitlerine hidrolizini ve ara iiriin olarak
mono ve diagilgliserollerle gliserolii katalize ederler; 1,3 spesifik lipazlar: bunlar yag
asitleri, 2-monoagilgliseroller ve 1,3 veya 2,3 diagilgliseroller iireten Cl1 ve C3
pozisyonlarinda triagilgliserollerin hidrolizini katalize ederler; yag asidine 6zgii lipazlar:
bu lipazlar, C-9'da cift baglar1 olan uzun zincirli yag asitlerine sahip esterleri hidrolize

ederler (Ribeiro ve ark. 2011).

2.3.2.1.3. Enantiyoselektif lipazlar
Bu lipazlar tercihen rasematin izomerlerinden birini prokiral dnciillerinden digerine

hidrolize eder ve rasemik bir karisimdaki enantiyomerleri ayirt edebilir (Barros ve ark.
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2010). Enatiyospesifik lipazlar tarafindan katalize edilen iglemlerin bazilari, sekonder
alkollerin farmasotik iirlinlere transesterifikasyonunu (Borza ve ark. (2015), mentol
benzoatin kozmetik / gida iirlinlerine hidrolizini (Dhake ve ark. (2013) ve glisidik asit

metil esterin tibbi / saglik bakim {iriinlerine hidrolizini igerir (Su ve ark. 2014).

2.3.2.2. Kaynaklarmna gore lipazlarin simflandirilmasi

Lipazlar bitkiler, hayvanlar, bocekler ve mikrobiyal organizmalar tarafindan iiretilir

(Maldonado ve ark. 2014, Ray 2012).

2.3.2.2.1. Bitkisel lipazlar

Lipazlar, bitkinin c¢esitli yerlerinden (kepekler, meyveler, lateks vb), tohumlar veya
fasulye de dahil olmak iizere elde edilebilir. Bitki lipazlari ¢ogu tohum kaynaklarindan
elde edilir. Ayrica hint fasulyesi, afrika fasulyesi, karaagac, aycicegi, ac1 bakla, keten
tohumu, hindistancevizi, badem, kara kimyon, bugday, tahil, piring, misir, yulaf, arpa,
susam, sorgum, vb dahil olmak iizere lipazlar bulunmaktadir. Tohumlarda, diger
kaynaklardan daha vyiiksek lipaz aktivitesi goriliir. Yiiksek konsantrasyonlarda
triacilgliseroller igerirler ve bitkilerin biiyiimesi i¢in hidroliz edilen yaglari enerji
kaynagi olarak saglamaktadir. Bitki tohumlarindaki lipaz aktivitesi ¢imlenme sirasinda
artar, burada lipazin etkisiyle triagilgliseroller ¢oziinerek sekerlere doniistiiriir (Patil ve
ark. 2011). Bitki kaynakli lipazlar ¢izelge 2.2’de gosterilmistir.

Meyve kaynaklar1 dikkate alindiginda, palm meyveli mesokarp'tan iiretilen lipazin,
cesitli farmasotik, deterjan, yiyecek ve kozmetik {irlinleri imalatinda etkili oldugu
bildirilmektedir. Ayn1 zamanda, son yapilan ¢aligsmalar, davul ¢ubuk agacindan {iretilen
lipazin obezitenin tedavisinde ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir (Suwanno ve ark.
2017). Bitki lipazlart diisiik maliyetlerinden dolay1 (6zel uygulamalar, kolay isletmesi
ve direk biyokatalizor olarak kullanmasi) ¢ok c¢ekici goriinmektedir. Farkli yag
asitlerinin hidrolizle biyodizel {iretimi i¢in yenmez bitki kaynaklarindan lipazlar elde

edilmesi i¢in ¢caligmalar devam etmektedir (Bankovic” ve ark. 2012).
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Cizelge 2.2. Bitki Kaynakli Lipazlar (Sarmah ve ark. 2018)

Lipaz Kaynagi Uyugulama Kaynak¢a
Salaberria ve ark.
Hint fasulye Bitkisel yaglarm hidroliz (2017)
Diisiik molekiiler agirlikli suda ¢oziiniir substratlarin
Arpa ve uzun zincirli ¢dziinmeyen trigliseritlerin hidrolizi Schneider ve ark.
(2016)
Piring/piring kepegi | Fosfatidilkolin Sn-2 pozisyonun dnecellikli hidrolizi Qi ve ark. (2015)
Yag hidrolizi Huang ve ark.
Badem (2017)
Diger yaglara etki ederek yapisal lipit (SL)'lerin | da Silva Serres ve
Ay ¢ekirdegi iiretimi ark. (2017)
Stipiirge darist Alkollii igki tiretimi Moreau ve ark.
(2016)
Palmiye meyveleri Suwanno ve ark.
mezokarpt flag, endiistriyel deterjan, yiyecek ve kozmetik (2017).
Susam Spesifik olmayan lipazlar Oliveira ve ark.
(2017)
Misir Yag asitlerini serbest birakmakda etkili olmak Eze ve ark. (2017)

2.3.2.2.2. Hayvansal lipazlar

Hayvan hiicreleri, yaglarin ve lipitlerin sindirimi saglayan lipazlar sentezlemektedir
(Patil ve ark. 2011). Ancak iiriin manipiilasyonu ve iiriin ayrim1 gibi karmagik faktorler
nedeniyle ticari liretime kiyasla klinik teshis daha ¢ok tercih edilmektedir. Bitkiler ve
mikroorganizmalardan lipazlarla karsilastirildiginda, bu lipazlarin iizerinde daha az
caligma vardir. Cesitli hayvansal lipazlar1 arasinda, primer alkol esterlerin hidrolizi etkin
bicimde katalize eden biyokimya yam sira, lipit kimyas1 alanlari, pankreas lipazi bir
arastirma araci olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir (Pahoja ve Sethar 2002). Ayrica
lipazlar, bocek dokularindan elde edilebilir ve oncelikle larva gelisiminde rol oynadigi
da belirtilmektedir (Rong ve ark. 2014, Roudsari ve ark. 2014).

Hayvansal lipaz kaynaklar ¢izelge 2.3’te gdstermistir.
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Cizelge 2.3. Hayvansal kaynakli lipazlar

Lipaz Kaynagi Kaynakc¢a
Insan pankreasi Borrelli ve Trono (2015)
Domuz pankreasi Borrelli ve Trono (2015)
Kangal balig1 Patil ve ark. (2011)
Akrep Patil ve ark. (2011)
Levrek karacigeri (Balik) Sae-leaw ve Benjakul (2018)
2.3.2.3. Mikrobiyal lipazlar

Mikrobiyal lipazlar ¢ok yaygindir ve f{iretimi kolay oldugu ig¢in endiistriyel
uygulamalarin daha ilgili ¢ekmistir (Ray 2012). Mikrobiyal lipazlar1 biyoteknolojik
uygulamalar icin olaganiistii 0zgiilliigli, gliclii ve daha detayli bir ara¢ haline
getirmektedir. Mikrobiyal lipaz kaynaklart mantar, maya ve bakterilerdir. Mikrobiyal
lipazlarin ¢cogu ekstraseliiler bakteri ve mantar tiirlerinden elde edilmektedir.

Uretimleri, sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen gibi fizikokimyasal faktorlerin yani sira

ortam i¢eriginden de biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir.

2.3.2.3.1. Fungal (mantar) lipazlar

Lipaz iireten funguslar yaglarla kirlenmis topraklardan, bitkisel yaglarin atiklarindan,
siit lirtinleri sanayinden, tohumlardan ve bozulan gidalar gibi ¢esitli habitatlardan izole
edilebilir (Sharma ve ark. 2001).

Tiim mikrobiyal lipazlar arasinda, fungal lipazlar, termal ve pH stabilitesi, substrat
ozgiilliigii, ekstraksiyondaki diisiik maliyet ve organik ¢oziiciilerdeki etkin aktiviteleri
gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilan lipazlardir (Patil ve ark.
2011). Bu lipazlar, ortamin karbon ve azot bilesimine bagli olarak hem ektraselliiler
hem de intraselliilerdir (Sharma ve ark. 2011). Fungal kaynaklarindan alinan lipazlarin
genel goriinlimii ve baz ilgili 6rneklerle ilgili endiistriyel uygulamalar1 Cizelge 2.4’te
verilmistir.  Fungal lipazlarimin  hidroliz, esterifikasyon, transesterifikasyon,
deasetilasyon, alkoliz, asidoliz, sabunlastirma, etanoliz gibi bir¢ok reaksiyonda gorev

aldigt rapor edilmistir. Fungal lipazlarinda bildirilen gelismeler kati hal
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fermentasyonunu iiretim igin imit verici bir teknoloji olarak vurgulamaktadir (Ramos

ve ark. 2015).

Cizelge 2.4. Mantar kaynaklarindan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Sarmah ve ark. 2018)

=
(<
2=
L £ Fungal kaynagi Uygulama alam Substrat Kaynakc¢a
E
A. oryzae Miso tiretimi Soya fasulyesi Abe ve ark.
(2006)
A. nidulans Gida ve kozmetik | Orta ve uzun yag | Shukla (2014)
N endiistrileri asidi zincirler
o
3 . . Biyokontrol ajanlart Bitki lipitleri Horner ve ark.
a3 Pythium ultimum
2012
cilli " Yapisal lipitler iiretimi (SL) | Atik yemeklik | Kumar ve Negi
Penicillium chrysogenum vagi (2015)
Colletotrichum Gida endiistrisi Butil butirat Sande ve ark.
gloeosporioides (2015)
§ | Rhizomucor meihei Biyolojik  yiizey  aktif | Jatrofa (stit | Gofferj ve ark.
z maddeler bitkisi) yag1 (2014)
2
-é‘a Penicillium simplicissimum Tibbi, kozmetik, plastik | Laurik asit Thakur (2012)
g katki maddeleri
Penicillium roqueforti SL iiretimi Endiistriyel Mioso ve ark.
yaglart ve atik | (2015)
yaglari
Colletotrichum Kimya endiistrisi Kisa zincirli | Sande ve ark.
gloeosporioides alkoller (2015)
g T. lanuginosus Biyodizel Kolza yag1 Gog ve ark.
Z‘ (2012)
% Penicillium camemberti Pastane, kozmetik, ilag Doymus Padhi ve ark.
e . .
13} monogliseritler (2012)
72}
;"3 A. niger Biyodizel Kolza yagi, | Zdarta ve
E Aygicek yag1 Jesionowski
(2016)
R. miehei Gida endiistrisi Heksanol Dhake ve ark.
(2013)
2 N Farkl yag asitlerin katmast | tripalmitin Dias ve ark.
<= . (2013)
R. miehei
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Cizelge 2.5. Mantar kaynaklarindan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Devam)

Deterjanlar, Kozmetikler, | Soya (Patil ve ark.
Yaglamalar, Hidrolik sivilar | Fosfolipitleri (2011).
R. oryzae Tat enddistrisi, koku Triagilglseritler Dhake ve ark.
(2013)
N R. oryzae Biyo yaglamalar, ilag, gida | Oleik asit Ray ve ark.
3 endiistrisi (2013)
S
4 Rhizopusoryzae Gida, Saglik Sizma zeytinyagr | Borrelli ve
Trono (2015).
L; Uzun zincirleme Chinaglia ve
j=3
3 g Penicillium solitum Sabun {iretimi Yaglar, Kat1 ark. (2014)
v = yaglar
N Sinkuniene ve
:% R. arrhizus Biyodizel iiretimi Triolein ark. (2014)
s

2.3.2.3.2. Maya lipazlan

Maya lipazlar1 eczacilik, kimya, biyodizel gibi bir¢ok endiistri tarafindan kullanilan
onemli bir lipaz kaynagi olusturur. En 6nemli lipaz {ireticileri olan C. antarctica, C.
rugosa, C. utilis ve Saccharomyces tirler genis bir reaksiyon dizisini katalize eden
lipazlara sahiptirler. Cizelge 2.5’te maya kaynaklarindan elde edilen lipazlar tarafindan

katalizlenen reaksiyonlar ve uygulama alanlar1 verilmistir.

Cizelge 2.6. Maya kaynaklarindan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Sarmah ve ark. 2018)

=
S
>
E & Maya kaynagi Uygulama alam Substrat Kaynakc¢a
g A
&
Yagli boyalar, vernikler,
kozmetik, Linoleik asit Kobayashi ve
C. rugosa hizli kuruyan yaglar ark. (2012)
N Biyodizel Palmiye yagi Pirajan ve
e Giraldo (2011)
E T. lanuginosus Biyodizel, yaglama, gida Oliveira ve ark.
endiistrisi. Soya yag1 (2011)
C.lipolyticalYarro
wial ipolytica Biyo-siirfaktanlar Trigliseritler Brigida ve ark.
(2014)
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Cizelge 2.7. Maya kaynaklarindan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Devam)

C. antartica Degerli yag asidi sentezi Zeytinyagi Santos ve ark.
(2105)
Metilfuril Dhake ve ark.
C. rugosa Parflim endiistrisi tiyoasetat, (2013)
furfuril tioasetat
C. antarctica Gida, kozmetik, ilag, kimya Laktik asit Primozic ve ark.
§ endiistrisi. (2016)
E Biyodizel, ilag, tekstil, deri | Yag asitleri, yag
% isleme, kozmetik asidi esterleri Xiao ve ark.
2 (2015)
= Gida, sabunlar, kozmetikler Kapoor ve
Palmitik asitli Gupta (2012)
gliserol
g C. antarctica
'5 Biyodizel Aygicek yagi Garlapati ve
= ark. (2013)
b Saccharomyces
z cerevisiae Medikal, zirai ilag Tributirin Sharma ve ark.
é (2011)
& C. antarctica
Atik aritma Atik yag1 Gog ve ark.
(2012)
N C. antarctica Ilag, Kozmetik ve Gida Agil
2 pekistirmeler riboniikleozitler | Baldessari ve
< Iglesias (2012)
C. antarctica Kozmetikler, deterjanlar Tereyag Garcia ve ark.
N (2001)
j§ Gida endiistrisi, kozmetik, Acil gliseroller Senanayake ve
< ilag Hodan bitkisinin Shahidi (2002)
yag1

2.3.2.3.3. Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipazlar ekstraselliiler, intraselliiler veya zara bagli olarak bulunabilirler.
Lipazlarin cogu glikoproteinlerdir, ancak baz1 ekstraselliiler bakteriyel lipazlar
lipoproteinlerdir (Sarmah ve ark. 2018). Bakteriyel lipazlar ilk olarak 1901 yilinda
Serratia marescens ve Pseudomonas auroginosa tiirlerinde gozlemlenmistir (Hasan ark.
2006). Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Geobacillus, Burkholderia,
Chromobacterium ve Pseudomonas cinsleri d6nemli bakteriyel lipaz kaynaklaridir.

Cizelge 2.6’da bakteri kaynakli lipazlar i¢in gergeklestirilen bazi endiistriyel
uygulamalar verilmistir. Son zamanlarda bildirilen ¢aligmalardan, termofilik bakteriler
olarak, B. licheniformis’den elde edilen lipazlar Rashid ve ark. (2013) ve tabakhane
sularindan izole edilen B. pumilus lipaz1 endiistriyel uygulama i¢in termal olarak kararl

ve timit verici oldugu rapor edilmistir (Laachari ve ark. 2015). Tekstil endiistrisinde
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Pseudomonas cinsi Dbakterilerin irettikleri lipazlar, kumaglarla yag lekelerinin
temizlenmesinde kullanilmistir.

1995 yilinda Genencor International, AU-KBC Research Center, LifeSciences, Anna
University kuruluglart  tarafindan amach

ilk defa endiistriyal lipaz iiretimi

gerceklestirilmistir. Lumafast adi verilen ticari lipaz Pseudomonas mendocina ve

Lipomaxadi verilen lipaz Pseudomonas alcaligenes bakterilerinden tiretilmistir.

Cizelge 2.8. Bakteriyel kaynaklardan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Sarmah ve ark. 2018)

g T - s = g
2 e E & E g g =
Z £ gL = S z £
5 33 S E 5
-2 8 = @ M
Biyoorganik sentez, Uzun zincirli Laachari ve ark.
B. pumilus yiyecek ve d.et.erjan triagilgliseroller (2015)
enddistrisi
= B. licheniformis Petrol ve yag Trimiristin Rashid ve ark. (2013)
S endiistrisi
=
=
B. thermoleovorans Petrol ve yag Yaglar ve Patil ve ark. (2011)
endiistrisi trigliseritler
Staphylococcus Gida endiistrisi Tribiitirin Xie ve ark. (2012)
epidermidis
B. coagulans Gida isleme endiistrisi | Oleik asit ve etanol | Thakur (2012)
g
z
S B. licheniformis Medikal ve saglik Kumarik asit Sharma ve Kanwar
b= (2014)
3
& Staphylococcus Tad1 endiistrisi Yag asidi ve Patil ve ark. (2011)
epidermidis alkoller
B. subtilis Biyodizel Atik pisirme yagi Treichel ve ark.
g (2010)
2z
g Chromobacteriumvisc | Biyodizel jet yakiti, Hint fist1ig1
E osum hafif hidrokarbon yagi Bajaj ve ark. (2010)
g
=
=
£
Geobacillus. sps Biyodizel iiretimi Bitkisel yag1 Christopher ve ark.
(2015)
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Cizelge 2.9. Bakteriyel kaynaklardan elde edilen lipazlar tarafindan katalizlenen
reaksiyonlar (Devam)

B. stearother Farkl1 yag asitlerin Tripalmitin Thakur (2012)
mophilus birlesmesi
N Biyodizel iiretimi, Trigliseritler Salis ve ark. (2009)
)
i Pseudomonas sps. Hizli kuruyan yag
=
N
< .
e Serratiamarcescens Medikal ve saglik Glisidik asit metil Su ve ark. (2014)
2 é bakim iiriinleri ester
==
&
=
=

2.4. Lipazlarin yapisi

Lipazlar (EC 3.1.1.3) veya triagilgliserol agilhidrolazlar, serin hidrolaz grubunun bir
parcasini olusturan enzimlerdir (Todd ve ark. 2001). Hidrolaz enzim ailesi ilk defa Ollis
(1992) tarafindan ortaya konmustur. Yapisal olarak lipazlar ortak bir a/f hidrolaz
katlanmasina sahiptir. Ortak o/f hidrolaz katlanmasinin bilesenleri bir merkez, sekiz
beta iplikli paralel B tabakalisin1 icermektedir, burada sadece ikinci iplik (B2)
antiparaleldir, B3 ile B8 ipliklerini birbirine baglayan merkez B-tabakasinin yanlarinda
altt a helikal yapis1 bulunmaktadir (Casas-Godoy ve ark. 2012). Bununla birlikte, 3
tabakasinin organizasyonunun sayist da farkli kaynakli lipazlarda degisebilir (Gupta ve
ark. 2015).

Enzimin aktif bolgesinde katalizden sorumlu iyi korunmus bir katalitik ti¢lii (katalitik
triad) bulunmaktadir. Katalitik bolgede katalizden sorumlu amino asitler niikleofilik
serin, histidin ve glutamat veya aspartat’dir (katalitik triad) (Strzelczyk ve ark. 2016).
Katalitik kism1 G-X1-S-X2-G motifi igerir, buradaki G glisin, S serin, X1 histidindir ve
X2 glutamik veya aspartik asidi belirmektedir (Vaquero ve ark. 2016).

Lipazin ana yapisal bilesenleri arasinda kapak, baglama cebi, oksianyon deligi ve
disiilfiir bag1 bulunur (Sarmah ve ark. 2018). Ug boyutlu lipaz yapilarinin analizi, aktif
bolgeyi kapsayan “kapak” olarak bilinen yapisal bir bileseni ortaya ¢ikarmistir (Casas-
Godoy ve ark. 2012). Kapagin temel bileseni, aktif bolgeyi kaplayan esnek bir yapi ile

lipazin ana yapisina baglanmis bir veya daha fazla a helikstir. Lipazlarin inaktif veya
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kapali konformasyonunda kapak aktif bolgeyi engeller. Bir lipit-su ara yiizlinlin
varliginda (veya organik ¢oziicii i¢inde), kapak aktif bolgeyi acar ve lipaz aktif hale
gelir (Brzozowski ve ark. 2000, Reis ve ark. 2009).

Lipazlarin baglanma cebi merkez 3 tabaka tizerinde bulunur. Buras1 hidrofobik, protein
yiizeyinin yakininda bulunan catlak benzeri baglanma bolgesi ya da huni benzeri veya

tiinel benzeri baglanma alanlar1 olabilir (sekil 2.10).

Sekil 2.10. B. subtilis lipaz modeli. Katalitik triad residueleri Ser78, His157 ve Asp134,
stirastyla S, H ve D. Enzimin N- ve C-terminalleri (Eggert ve ark. 2001).

Lipazlarin diger bir 6nemli yapisal bileseni, katalitik mekanizma sirasinda olusan
tetrahedral ara iiriinli stabilize eden oksianyon deligidir (Casas-Godoy ve ark. 2012)
Hidroliz sirasinda, negatif yiiklii bir tetrahedral ara {iriin iretilir ve bdylece olusan
oksijen iyonu, oksianyon delik redisuelerinin (aminoasit kalintilar1) rolii ile hidrojen
bag1 yoluyla stabilize olur (Gupta ve ark. 2015). Oksianyon deligi kalintilari, bu oksijen
iyonunun hidrojen bag ile stabilize edilmesinde kilit bir rol oynar. Oksianyon deligini
cevreleyen diziden, ii¢ tip tanimlanmistir: GX, GGGX ve Y (Pleiss ve ark. 2000),
Fischer ve ark. 2006). Lipazlar, reaksiyonu gerceklestirmek i¢in oksianyon deligindeki
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Thr ve Gln ve katalitik ti¢liinlin His ve Asp kapsayan katalitik bolgenin ¢ogunu kullanir
(Priego ve ark. 2009).

Ek olarak, lipazlar yapilarint korumak i¢in bir ila dort disiilfiir bagi iceren sistein
bakimindan zengin proteinlerdir. Sistein kalintilar1 arasinda olusan distilfit kopriileri,
protein entropisini azaltarak konformasyonel stabiliteye 6nemli 6lgiide katkida bulunur
(Gupta ve ark. 2015). Farkli kaynaklardan saflastirilan lipazlarin {i¢ boyutlu yapilarinin
birbirine biiylik oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda 11

degisik lipaz tiiriiniin yiiksek ¢oziiniirliikteki yapisi agiklanmustir (Oztiirk 2002).

2.5. Lipaz katalizli Reaksiyonlarin Endiistriyel Kullanim Alam

Glinlimiizde yaklasik 4000 kadar enzim bilinmektedir ve bunlarin 200 kadari ticari
amacl olarak kullanilmaktadir. 1960’lara kadar enzimlerin toplam yillik satis1 birkag
milyon dolar iken bu pazar olaganiistii sekilde biiylimiistiir

Kiiresel enzim pazar1 2018 yilinda 11,1 milyar ABD dolar1 olarak degerlendirilmis ve
2024'te 16,9 milyar ABD dolar1 olacag:i tahmin edilmektedir ve enzim pazarmin 2015
ve 2024 yillar1 arasinda %6,6'lik sabit bir CAGR (The compound annual growth rate:
Bilesik yillik biiylime orani)'da biiyiiyecegi diisiiniilmektedir (sekil 2.11).

Global Enzyme marleet in Billion USD

121 1
18 2019

Sekil 2.11. Kiiresel enzim pazarinnin yillara gore artis1 (Anonim 2019).
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Gida ve Igecek Endiistrisi 2017'de 1,4 milyar ABD dolarma esdeger olarak %26'lik bir

payla endiistriyel enzimler icin en yiiksek pazar olup, bunu sirasiyla %18 (969,3 milyon
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ABD Dolar1) ve %14 (%754,4 milyon ABD Dolar) ile Biyo-Yakitlar ve Deterjanlar
izlemektedir (Anonim 2018).

Endiistriyel anlamda kullanilan enzimlerin %80’ini polimerlerin dogal yapisin
bozabilen hidrolazlar olusturmaktadir (Kasavi 2006). Endiistriyel enzimler pazari
karbohidrazlar, amilazlar, seliilazlar, proteazlar, lipazlar, fitazlar ve digerleri seklinde
simiflandirilir. Karbonhidratlar en biiyiilk pazar payma sahiptir, arkasindan proteaz,
seliilaz ve lipaz gelmektedir (sekil 2.12). Lipazlar, yiiksek biiyiime potansiyeline sahip
kiiresel endiistriyel enzimler pazarindaki 6nemli bir yere sahiptirler.1994’ten itibaren
lipazlar endiistriyel uygulama alanina girmis ve glinlimiize kadar degisik alanlarda farkli
amaglarla kullanilmaktadir (sekil 2.13). Lipazlar, farkli alanda uyugulanir: deterjanlarda
ve temizlik sektdriinde, kimyasallarin sentezinde, eczacilikta, gida sektoriinde, kiispe,
kagit ve enerji endiistrisinde, biyoremediasyon ve cevresel siireglerde kullanim alanlar1
mevcuttur (Casas-Godoy ve ark. 2012). Lipazlar, diinya enzim talebinin %5'ini teskil
etmekte ve pazarn 2017 yilinda 345 milyon ABD dolarina ulagsmistir (Zimmerman ve
ark. 2014). Lipazin kiiresel pazar biiyiikliigiiniin 2020 yilina kadar 590,5 milyon ABD
dolarina ve 2015 ile 2020 arasinda %6,5 CAGR'a ulasacagi tahmin ediliyor (Hubert
2017). Future Market Insights'a gore ise kiiresel lipaz pazarinin 2026'nin sonunda 1
milyar ABD dolarin1 agmasi beklenmektedir (Anonim 2018). Lipaz enzimi endiistriyel
boyutta en cok Kuzey Amerika, Avrupa, Asya Pasifik, ve diinyanin geri kalaninda (Rest
of the World, RoW) {iretilmektedir. Kiiresel lipaz pazarinda faaliyet gosteren sirketler
arasinda Novozymes A/S (Danimarka), Koninklijke DSM N.V. (Hollanda), Chr.
Hansen Holdings A/S (Danimarka), Amano Enzymes Inc. (Cin), Associated British
Foods PLC (Ingiltere), E. I. Du Pont De Nemours and Company (ABD), Advanced
Enzymes (Hindistan), Clerici-Sacco Group, Renco (Yeni Zelanda) ve Enzyme

Development Corporation (ABD) yer almaktadir (Anonim 2018).
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Industrial Enzymes Market By Type

T

2026

2025

2013 2024

2022

2017 2018 2019 2020 2021

2016

H Lipases

B Cellulases M Proteases

B Amylases

B Carbohydrases

Sekil 2.12. Endiistriyel pazardaki enzim tipleri (Anonim, 2019)
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Sekil 2.13 Zaman dilimleri i¢inde lipazlarin endiistride uygulanmalar1 (Jawed ve ark.

2019).
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2.5.1. Deterjanlar

Lipazlar, proteazlar ve amilazlar ile birlesim halinde, deterjanlarin etkinligini arttirmak
icin formiilasyonlarda kullanilmistir. Deterjan endiistrilerinde lipazlarin uygulanmasi
hizla artmaktadir. Lipazlar, deterjanlarin formiilasyonunda ¢ok onemli bir fonksiyonel
bilesik olusturur ve iiretilen toplam lipazlarin yaklasik %32'si deterjan endiistrisinde
kullanilmaktadir (Barros ve ark. 2010). Lipaz kumas yiizeyine adsorbe olur ve su ilavesi
tizerine kimyasal baglarin parcalanmasini katalize ederek oturmus bir kumas lipaz
kompleksi olusturulmaktadir (Hasan ve ark. 2006). Lipazlarin termofilik, alkalofilik,
suda ¢oziiniir, diisiik substrat spesifikligi, deterjan proteazlarina toleransli ve diger
ylizey aktif cisimlerinin, sivilarin yami sira yikama tozlarinda da kullanilabilecegi
belirtilmistir (Chauhan ve ark. 2013). Son zamanlarda, pasifik beyaz karides hepatit
pankreasindan izole edilen bir lipaz hem kat1 hem de sivi camasir deterjanlarina karsi
onemli bir uyumluluk ve stabilite gostermistir (Kuepethkaew ve ark. 2017). Ayrica,
lipazlardan bazilarinin genis bir pH araliginda (7.0-12.0) aktif oldugu ve 9.0 pH'da en
yiiksek aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Ji ve ark. 2015). Deterjan endiistrisinde
kullanilan yaygin lipaz kaynaklarin bazilar1 Staphylococcus arlettae, Burkholderia
cepacia, P. fluorescens ve Candida tiirlerini icermektedir (Phuah ve ark. 2015, Su ve
ark. 2015, Ahmed ve ark. 2010).

Genel olarak, ticari deterjanlardaki selatlama ajanlar1 enzimin etkisizlesmesine neden
olur, ancak B. licheniformis'den lipaz1 varlifinda enzim-deterjan kompleksine kalsiyum
kloriir ilavesi, aktivitenin geri kazanilmasina yardimci olmustur (Romdhane ve ark.
2010). Benzer sekilde, anyonik yilizey aktif maddeler iizerine yapilan son
arastirmalardan bir tanesinde, lipazin stabilitesini ve aktivitesini, iki etilen oksit {initesi
ile sodyum loril eter siilfat varlifinda korundugu kaydedilmistir (Magalhaes ve ark.
2016). Son zamanlarda 7. thermophilus’un, P. aeruginosa’nin ve birgok yeni lipazlarin
deterjan endiistrisindeki potansiyelleri ortaya ¢ikarilmistir (Kanjanavas ve ark. 2010,
Grbavcic ve ark. 2011). Aym1 zamanda, bir yiinlii kumas iizerine immobilize olan P.
fluoreses’in lipazi, milkemmel yag lekesi ¢ikarma kabiliyeti sergilemistir (An ve ark.
2014). Lipaz katkili deterjanlar artik piyasada yer edinmis ve bu konuda ilgili firmalar
genis capli aragtirmalar yapmaktadir (Cizelge 2.7).
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Cizelge 2.10. Lipaz igeren ticari deterjanlar (Schmid ve Verger 1998)

Lipazlar Lipaz kaynag Optimum Optimum Firma
pH Sicaklik (°C)
Lipolase Humicola lanuginosa kaynakli, 10 40 Novo-
Asprgillus oryzae’de eksprese Nordisk
edilmis (Denmark)
Lipomax Pseudomona spseudoalcagens’te Genencor
yeniden klonlanip ayn1 11 45 (USA)
organizmada eksprese edilmis
Lumafast Advanced
Bacillus sp.’de eksprese edilmis 10.5 40 Biochemical
(India)

2.5.2. Biyodizel

Gelecek vaat eden bir alternatif yakit formu olan biyodizel, ¢esitli yaglarin alkol ile
transesterlestirilmesiyle elde edilmektedir. Enzimatik transesterifikasyon, yan iirlin
gliseroliin saflastirilmis formda kolay geri kazanilmasi asgari atik iiretimi, daha az enerji
tikketimi, vb. durumlarda kimyasal islemlere gore bir¢cok avantaja sahiptir (Lukovic ve
ark. 2011). Kaynaklarda, cesitli atik ve atik olmayan yaglar1 kullanilarak lipaz katalizli
biyodizel sentezi lizerine bir¢ok ¢alisma bildirilmistir (Ahmia ve ark. 2014). Yenilebilir
olmayan bir yag olan hintyagi yaginin transesterifikasyonunu katalize etmek icin
Burkholderia cepacia'dan lipaz dahil olmak iizere biyodizel iiretimi i¢in cesitli lipazlar
rapor edilmistir (Baron ve ark.2014). Aguieiras ve ark. (2015) mantar lipazlar
kullanarak biyodizel iiretimini gerceklestirmislerdir. 4. oryzae'de ifade edilen Fusarium
heterosporum kaynakl lipazlar, biyodizel sentezi i¢in kullanilmistir (Amoah ve ark.
2016). Baz1 endiistriyel atik yaglar kullanilarak biyodizel iiretimin 3 kat arttig1 ifade
edilmistir. Ornegin, Geotrichum sp. lipaz1 kullanilarak atik yemeklik yagindan ve P.
fluorescens lipaz kullanilarak atitk aycigcek yagindan biyodizel {iretimleri

gerceklestirilmistir (Yan ve ark. 2011).

2.5.3. Gida endiistrisi

Lipazlar, yaglarin ve yaglarin secici hidroliziyle yag asitlerini gida {riinlerine serbest
birakmak icin gida endiistrisinde katalizor olarak basariyla kullanilmaktadir (Barros ve
ark. 2010). Lipazlarin 6zgulliigii ve segicilik 6zellikleri, bircok gida ve unlu mamiiliin

sentezini kolaylastirmaktadir. Lipazlar ayrica meyve sulari, pismis gidalar ve sebze
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fermantasyonu, siit zenginlestirmesi gibi ¢esitli iirlinlerin {iretiminde endiistriyel olarak
kullanilir (Ray 2012, Gerits ve ark. 2014). Karmasik biyomalzemelerin modifikasyonu
ve parcalanmasi, et ve balik iiriinlerinden yag giderilmesi, mayonez liretiminde ve
bitkisel yaglarin rafine edilmesinde yag gideriminde kullanilirlar (Sharma ve Kanwar
2014). Lipazlarin gida endiistrisinde katki maddesi olarak kullanilan L-askorbik asit yag
asidi esterlerini, duisiik kalorili gibi yapisal lipitlerin, diyetetik triagilgliserollerin ve
tokoferoller (E vitamini)’in sentezini katalize ettigi bilinmektedir (Dias ve ark. 2013)
Bu enzimler ekmek yapiminda denatiire olurken ekmegin ve diger unlu mamullerin
dokusunun ve estetik ¢ekiciliginin iyilestirilmesine yardimct olur. B. subtilis’in lipazi,
ekmek yapiminda biiyilk rol oynamaktadir (Sangeetha ve ark. 2011, Ray 2012).
Lipazlarin firincilik alanindaki diger uygulama 6zellikleri unlu mamullerin raf dmriiniin
uzamasinda, dokusunda, yumusakliginda ve hacim artisinda Onemli rolleri

bulunmaktadir (Moayedallaie ve ark. 2010).

2.5.4. Siit ve Aroma Endiistrisi

Lipazlar, siit endistrisinde, siit yagmin hidrolizinde, saraplarin sentezinde, unlu
mamullerin, emiilgatorlerin, takviyelerin ve siit iirlinlerinin sentezinin katalizlenmesinde
onemli bir rol oynadigindan kapsamli uygulamalara sahiptir (Sae-leaw veark. 2018,
Salihu ve Alam 2012). Lipazlar, siit iirlinlerinde yogunlugunu ve aromasini arttirmak
icin lipolizlenmis kat1 siit yagt (lipolysed milkfats (LMFs)) iiretimi yaygin olarak
kullanilmaktadir (Tambe ve ark. 2015, Jooyandeh ve ark. 2009). Lipazlar, peynir
tiretiminde tipik aromalar i¢in kullanilir, burada lipaz, yag asidi serbestligini artirarak
lezzet gelisimini hizlandirir (Choudhury ve Bhunia 2015). Ozellikle lipazlar, biiyiik
oranda kasar tiirli peynirler olan ¢edar, provolon ve ras gibi birgok peynir tiiriiniin
olgunlasma ve lezzet gelisimini hizlandirmak i¢in kullanilir (Ray 2012). Peynirin
aromasi yuksek sicaklikta lipaz kataliziyle olugsmaktadir, lipaz ayrica dip, sos, ¢orba ve
atistirmalik gibi diger iirlinlerin tiretiminde de yardimci olur (Aravindan ve ark. 2007).
Lipaz, interesterifikasyon ile palm yagindan kakao yagina esdeger yag iiretiminde
kullanilir, bu yag cikolata tliretiminde 6nemli rol oynar (Zarringhalami ve ark. 2012).
Ayrica yakin zamanda yapilan ¢alismalarda C. rugosa lipazlariin etil kaprilat gibi
aroma bilesiklerinin sentezi ve dondurma iiretiminde kullanildig1 bildirmektedir (Patel

ve ark. 2015, Sharma ve Kanwar 2014).
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2.5.5. Atik su aritimi

Lipazlar, atik suyun aritilmasinda hem aerobik hem de anaerobik yontemlerle yaygin
olarak kullanilmaktadir. C. rugosa, Pseudomonas, Bacillus, Acinetobacter lipazlari
kullanarak ¢ok kirli yaglar kolayca pargalanabilir (Choudhury ve Bhunia 2015).
Lipazlar endiistriyel atik sularin ozellikle gida atiginin (Meng ve ark. (2015), siit
atigmin (Adulkar ve Rathod 2015), ylinden gres yaginin (Saravanan ve ark. 2014),
giibrenin (Rodrigues ve ark. 2014) ve petrol fabrikalarindaki atik sularin aritilmasinda
(Kanmani ve ark. 2015) yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipaz iireten bakterilerin atik
sulara inokiilasyonu ile gida isleme, tabakhane, otomobil endiistrileri, restoran ve fast
food’dan kaynaklanan atik sularin aritilmasina da yardimci olmaktadir (Nelson ve
Rawson, 2010). Baz1 atik sular, aritilmis su olarak son derece aritilabilir ve yeniden
kullanilabilir. Prasad ve Manjunath (2011) Bacillus subtilis, Serratia marsescens,
Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus bakteri lipazi ve Basheer ve ark.
(2016) marine Aspergillus awamor lipazi kullanarak agir lipit i¢eren olan atiklarin

temizlenmesinde kullanildigini ifade etmislerdir.

2.5.6. Siv1ve kat1 yaglar

Lipazlar kullanilarak yag ve yag modifikasyonu ile gida iirlinlerinin elde edilmesi gida
isleme endiistrisinde 6nemli uygulama alanlarindan biridir. Lipazlar aygicek yagi,
hindistancevizi, zeytin, omega 6 yag asitleri bakimindan zengin olan misir ve piring
kepegi yagi, omega 3 yag asitleri bakimindan zengin keten tohumu yagi, ceviz gibi
bitkisel yaglarin lipit 6zelliklerini degistirmek i¢in kullanilir. Bunlar esansiyel yag asidi
seviyelerini izin verilen sinirlar i¢inde tutarak, bireyin sagliginda énemli bir rol oynarlar
(Sangeetha ve ark. 2011). Lipazlar, esterifikasyon ve interesterifikasyon reaksiyonlari
yoluyla yapisal lipitler (SL)'nin sentezinde 6nemli oldugunu bilinmektedir (Kim ve
Akoh 2015). Lipazlar, mayonez ve diger emiilgatorlerin {iretimi i¢in yumurta sarisi
muamelesinde endiistriyel olarak, lesitin modifikasyonunda ve bitkisel yaglarin rafine

edilmesinde yag alma asamasi i¢in kullanilir (Ray 2012).
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2.5.7. Kozmetik ve parfiimeri

Lipazlar kozmetik ve parfiim endiistrisinde ¢ok sayida yiizey aktif madde ve aroma
bilesigi iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. MAG'lere ve diasilgliserollere
dayanan ¢esitli ylizey aktif cisimleri, lipaz katalizli transesterifikasyon ve rasemik ara
maddelerin ¢oziiniirliigii ile iiretilir. Bundan bagka, balmumu, sinamik asit, ellagik asit,
ferulik asit esterleri, aroma/koku bilesikleri, farmasotik onciileri ve kozmetik ve giines
kremlerinde katki maddeleri olarak kullanilabilen lipaz katalizli esterlestirme yoluyla
sentezlenir (Sharma ve Kanwar 2014, Ganguly ve Nandi 2015). Ayrica, lipazlar, topikal
kremlerdeki primer bilesenlerdir veya yaglarin alinmasiyla kilo vermeye yardimci olan
oral yoldan verilen ilaglardir (Sonne ve ark 2015). Gilizellik endiistrisinde yer alan
patentli lipazla katalize edilmis islemlerin bir Ornegi, agiz yikamalarinda ve tiras
kremlerinde nane aromasi saglayan mentol esterleri tiretmek icin P. fluorescens ve P.

cepacia lipazlarin kullanilmasi rapor edilmistir (Chaplin ve ark. 2006).

2.5.8. Deri Endiistrisi

Deri isleme islemleri {i¢ gruba ayrilir: derilerin temizlendigi yerde 6n tabaklama, bunlari
stabilize etmek i¢in tabaklama ve son tabaklama sonrasidir (Thanikaivelan ve ark. 2004)
Lipazlar, uygulamalarin1 pahali ve tehlikeli solventlerden ziyade enzimlerle
yapilabilecek 1slatma, banyo ve yag alma asamalarinda kullanilirlar (Choudhary ve ark.
2004). R. nodosus lipaz katalizli yagdan arindirma isleminden sonra yiinli koyun
derilerinden elde edilen sliet giyim derileri, geleneksel ¢oziicii muamelesiyle elde
edilenlere kiyasla daha iyi kalite gostermistir. Genel olarak, daha iyi deri islemesi i¢in
lipazlar, proteazlar gibi diger hidrolitik enzimlerle kombinasyon halinde

kullanilmaktadir (Thanikaivelan ve ark. 2007).

2.5.9. Tarmmsal Kimyasallar (agrokimyasallar)

Birgok giiclii agrokimyasallar (pestisit veya giibre gibi tarimda kullanilan bir
kimyasallar), lipazlar gibi enzimlerden yararlanilarak enzimatik olarak sentezlenmistir

(Barbosa ve ark. 2011). Ornegin, Pseudomonas’tan lipaz katalizli transesterifikasyon
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yoluyla bocek oldiiriiciilerin (insektisit) ve mantar Sldiiriiciilerin (fungistisit) {iretimi
icin ¢aligmalar vyiiriitiilmiistiir. Ozellikle yabani ot ve yabani otlara kars1 kullanilan
herbisitlerden (S)-indanofan’nin basarili oldugu kanitlanmistir (Sangeetha ve ark. 2011)
Ayrica, optik olarak aktif pestisit formlar1 lipaz kullanilarak sentezlenmistir. B. subtilis
kaynakli lipazlar, rasemik alkol veya karboksilik ester karisgimlari igin ¢oziiniirligii

rapor edilmistir (Bhushan ve ark. 2011).

2.5.10. Biyoremediasyon

Biyoremediasyon, petrol sizintilarinin olusturdugu kirliliklerin, endiistriyel atiklarin,
yaglarla kirlenmis atik sularmn aritilmasinda mikroorganizmalarin kullanildig1 islemdir.

Lipaz katalizli biyoremediasyon yag isleme fabrikalarin ve restoran atiklarinin etkin bir
sekilde aritilmasi uygulanabilir (Verma ve ark. 2012). Staphylococcus pasteuri COM-
4A, B. subtilis COM-B6, Arthrobacter sp. ve bunu gibi lipaz {ireten
mikroorganizmalarin kirleticilere kars1 etkili bir sekilde kullanildig1 rapor edilmistir.
Kismen saflastirilmis ve immobilize edilen bir formda Staphylococcus pasteuri COM-
4A'dan lipazin, sterilize edilmemis hindistancevizi yagi atik sularmin hidrolizi igin
basartyla uygulandigini bildirilmistir (Selvam ve Vishnupriya 2013, Kanmani ve ark.

2015)

2.5.11. Medikal ve ila¢ Endiistrisi

Enzimler, genel olarak, tibbi ihtiya¢ ve hizmetleri ile ilgili ¢ok sayida iiriiniin
tiretiminde onemli bir rol oynar. Lipaz, ya§ metabolizmasi i¢in birincil enzimdir ve
eksikligi, saglik olarak tehdit olusturur ve bu nedenle farmasotik endiistrilerin
islemlerinde lipazlar kullanilmaktadir. Mikrobiyal lipazlar, rasemik esterlerin hidrolizi
icin kullanilmaktadir. Ayin zamanda kiral bilesiklerin {iretimi i¢in optik olarak saf
enantiyomerler iiretecek sekilde transesterifikasyon ve rasemizasyon kullanilmistir.
Ornegin, steroidal olmayan anti-enflamatuar bir ila¢1 énemli grubu olan profens (2- aril
propiyonik asitler), C. antartctica ve C. rugosa kaynakli lipaz ile katalizlenen

esterifikasyon enantioselektif tarafindan sentezlenir (Sikora ve ark. 2014).
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Lipaz katalizli aminoliz, tibbi ve farmasotik uygulamalara ¢esitli ana kiral saf {irlinleri
direkt sentezinde ¢ok faydali bulunmaktadir. Ayrica lipaz, akut pankreatit teshis etmesi,
pankreas yaralanmasi ve kan serumundaki aktivitesini veya seviyesini belirleyerek kalp
rahatsizliklarin teshisi etmesini gibi kosullar1 gorev yapmaktadir (Hofmeyr ve ark.
2014). Bakteriyel lipazlar, kistik fibroz ve pankreatit tedavisinde kullanilan pankreas
lipazlar1 yerini alabilir ve tiimor nekroz faktorii i¢in aktivatdr olarak gorev yapabilir ve
bu nedenle malign tiimorlerin tedavisinde kullanilabilir (Ye ve ark. 2011). Son
arastirmalar, Angina pektoris (gogiis agrisi), hipertansiyon ve diger vaskiiler
bozukluklarin, bir kalsiyum blokeri olan diltiazem ile etkili bir sekilde tedavi
edilebilecegini bildirmistir. Diltiazem iiretimi, saf (-) trans-metoksilfenilgidik asit metil
ester (MPGM) gerektirir ve MPGM'nin biyo-¢oziiniirligli, Serratia marescens'ten lipaz
ile verimli bir sekilde katalizlendigi rapor edilmistir (Ganguly ve Nandi 2015). Son
zamanlarda, monogliserit lipazin terapotik potansiyeli, kanser, norodejeneratif ve
enflamatuar hastaliklar dahil olmak iizere bir dizi rahatsizlik i¢in iimit verici bir ilag

hedefi oldugu kabul edilmistir (Loli ve ark. 2015, Grabner ve ark. 2017).

2.6.  Bacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Bacillaceae familyasi igerisinde Bacillus ve Clostridium olmak iizere iki ana alt grup
yer almaktadir (Garrity 2004). Carl Woese tarafindan 16 ve 18S rRNA dizilerinin
karsilastirilmasiyla siniflandirmaya alinan Bacillus cinsi Eubakteri (gercek bakteriler)
domanini igerisine dahil edilmistir (Woese veWolfe 1985, Woese 1999). Bacillus cinsi,
34 tir ve c¢ok sayida alt tiirden olusan ¢ok biiylik bir gruptur. Bacillus cinsinin

metabolizmalar1 da oldukga farkl tiirler bulunur.

Bacillus bakterileri cogu basil saprofittir ve genel oOzellikleri Gram (+), spor
olusturabilen, cubuk seklinde, aerob bazilari fakiiltatif anaerob gelisen, katalaz pozitif
mikroorganizmalardir (Claus ve Berkeley 1986). Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 pm ile
2,5x10 um ¢apindadir (Lennete ve ark. 1985). Tek ya da gruplar halinde gelisebilirler.
Cift veya zincir seklinde koloniler olustururlar. Genellikle beyaz veya krem renkli
kolonilere sahiptir. Bazi tiirlerinde sari, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde

pigmentli kolonilere de rastlanir (Buchanan ve Gibbons 1974).
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Bacillus ’larin habitatlar1 toprak olmasina ragmen dogada hemen hemen her yerde hava,
su ve yiyecek gibi bircok ortamda bulunabilirler. Bu cins bakteriler, antibiyotik, enzim
ve toksin tiretimi gibi 6zellikleri ve kolay tretilebilmeleri nedeni ile bakteriler arasinda
dikkat ¢ceken mikroorganizmalardir (Ediz ve Beyatli 2005). C61 kumlari, kaynarcalar ve
kutup topraklari gibi ekstrem Ozelliklere sahip ortamlarda yasamalarina izin veren
bir¢ok fizyolojik ozellige sahiptirler. Bacillus tiirleri termofilik, psikrofil, asidofilik,
alkalifilik, halotoleransli/halofilik  6zellikleri — gosterilmektedir. Sadece birkag
organizmanin hayatta kalabilecegi sicaklik, pH degerleri ve tuz konsantrasyonlarinda
geligebilme ozellikleri gosterirler. Bu ylizden basiller medikal kullanimlarinin yaninda,
181 sterilizasyonu teknikleri ve kimyasal dezenfektanlarin test edilmesinde kullanilirlar.
Bu o6zellikleriyle ayn1 zamanda 6nemli enzimleri sentezleme becerisi nedeniyle deterjan
iiretim endiistrisinde de kullanilar1 gézlenmektedir.

Bacillus tiirleri, farkli karbon kaynaklar1 kullanarak, yiiksek pH ve sicakliklarda
kararliligr yiiksek ftriinler iiretebilmektedirler. Bacillus' larin liremeleri ig¢in gereken
maksimum sicaklik 25 ile 75°C arasinda degisim gostermekte, minimum sicaklik -5'den
45°C'a kadar degismektedir. pH aralig1 ise 7.5 ile 8.0'den pH 2.0 diizeyine kadar
degisiklik gostermektedir (Kalender 1999).

Bacillus tiirlerinin ¢ogu zararsiz, izolasyonu ve teshisi kolay, hizli biiylimesi nedeni ile
kisa fermentasyon siiresine sahiptirler. Sentezledikleri proteinleri dis ortama salgilama
kapasiteleri gibi bircok nedenden dolay1 biyoteknolojide yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ozellikle iirettikleri antibiyotik, enzim, toksin gibi dnemli metabolik 6zelliklerinden
dolay1 endiistriyel alanlarda biiyiik capta oneme sahiptir ve dikkatleri iizerine ¢eken

mikroorganizmalardir (Rosovitz ve ark. 1998).

2.6.1. Bacillus Lipazinin Genel Ozellikleri
Bugiine kadar Bacillus cinsinden 70'ten fazla lipaz elde edilmistir, ancak sadece

birkaginin temel biyokimyasal 6zellikler bildirilmistir (Guncheva ve Zhiryakova 2011).

Cizelge 2.8. Bacillus lipazlarinin biyokimyasal 6zellikleri verilmistir.
Genel olarak, Bacillus lipazlar1 kolayca iiretilir ve organik ¢oziiciilere karsi yiiksek
tolerans gosterir ve bunlarin gida endiistrisi, kozmetik ve biyodizel iiretimi igin

esterlerin sentezinde kullanildiklar1 rapor edilmistir. Bacillus lipazlari, asidin zincir
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uzunluguna farkli segicilik gosterir ve birkag enzim duruma gore Ozgiillik
gostermektedir. Bacillus lipazlar1 esas olarak batik kiiltiir (submerged culture)
fermantasyonu ile iretilmistir. Lipaz salgilanmasi hiicre biiylimesiyle iliskilidir ve gec
iissel fazda maksimum lipaz liretim hiz1 saptanmistir (Cazaban ve ark. 2017, Diaz ve
ark. 2017). Genellikle, duragan faz sirasinda muhtemelen enzimin termal kararsizlig1 ve
proteazlarin kiiltlir ortamimda bulunmasi nedeniyle lipaz aktivitesinde bir azalma
gozlenir (Strzelczyk ve ark. 2016). Ancak Bacillus sp. DH4 ve H1, B. licheniformis'in
fermantasyonun duragan fazinda yiliksek diizeyde lipaz tretimi tespit edilmistir
(Vaquero ve ark. 2016).

Bacillus hiicreleri karbon, azot ve fosfor kaynaklar1 ve mineral tuzlari igeren bir besin
ortaminda iretilmektedir. Dogal yaglar (zeytin, pamuk tohumu, hardal, susam, soya
fasulyesi, balik, piring kepegi, misir yag), trigliseritler (triolein, tribiitirin) veya serbest
yag asitleri (oleik asit) gibi lipitler karbon kaynagi olarak kullanilir ya da poli- ve
oligosakaritler (nisasta, maltoz, mannoz, glukoz, ksiloz) veya polioller (gliserol veya
mannitol) ile kombinasyon halinde halindedir. Bacillus halodurans LBB2 hiicreleri,
karbon kaynagi olarak metanol kullanilarak iiretilmistir (Kartal 2016) Maya ekstresi,
pepton, casamino asit veya tripton yaygin olarak kullanilan organik azot kaynaklaridir
(Rivera ve ark. 2017).

Genellikle besiortamina amonyum nitrat, sodyum nitrat, potasyum nitrat, amonyum
siilfat, amonyum kloriir veya amonyum fosfatlar gibi inorganik azot tuzlar1 eklenir
(Clementz ve ark. 2016). Lipazlarin iiretimi ¢ogunlukla indiikleyiciye baghdir ve cogu
durumda yaglar iyi indiikleyiciler olarak islev goriir (Cazaban ve ark. 2017). Safra
tuzlari, SDS, Tween 80, Triton X-100 gibi baz1 diger bilesiklerin Bacillus sp.
lipazlarmin salgilanmasin1 uyardigi bildirilmistir (Hanamura ve ark. 2016). Bacillus
cinsi, Ozellikle alkalin pH'da aktif olan lipaz liretmektedir. Bacillus lipazlarmin ¢ogu
notr ortamda, orta derecede alkali ortamlarda kararhidir (pH 7.5-9.0), bir kism1 ise daha
yiiksek pH'da optimum diizeyde kararlidir (Zin ve ark. 2017). Baz1 Bacillus lipazlar
asidik pH araliginda (pH <6.0) optimum pH'a sahiptir. Baz1 Bacillus sp. suslar1 pH =
5.5-7.2'de maksimum aktivite gosterir (Salaberria ve ark. 2017) Deri endiistrisinde, deri
islemesinde kullanilan kimyasallarin cilde erisimini engelleyen yaglarin giderilmesi i¢in
asidik pH optimum degerine sahip lipazlar gerekir. Lipazlar bu uygulamada pahali ve

toksik organik coziiciilerin ve yiizey aktif maddelerin yerini alabilir. Genel olarak,
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Bacillus lipazlann pH 7.0-09.0'da kararhidir. Bacillus lipazlarimin ¢ogunlugu
termostabildir ve sicakliklari 45-50°C civarindadir. Bazi Bacillus sp. suslarinin 60-
70°C'de maksimum aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Vaquero ve ark. 2016).
Termostabil lipazlar, esasen trigliserit ve balmumlarindan olusan ziftin ¢ikarilmasi igin
kagit ve kagit hamuru islemesinde uygulanir. Lipaz aktivitesinin iki degerli katyonlarla
aktivasyonu cesitli Bacillus tiirleri i¢in rapor edilmistir. Bacillus lipazlarinin ¢ogunun
tiretimi kalsiyum iyonlarinin varliginda artmistir (Niyonzima ve More 2014). Cogu
Bacillus lipazinin molekiiler agirhiginin 20-112 kDa araliginda oldugu rapor edilmistir
(Sugihara ve ark. 1991).

Cizelge 2.11. Bacillus lipazlarinin biyokimyasal 6zellikleri (Sarmah ve ark. 2018)

9 £ £ S
E )EQ =] =] gﬁ S %
N = TER £ £ =i £
B S 5 = 2 9 S o 8
35 =<2 | SR | &a s .= y;
Bacillus alcalophilus - 10.0-11.0 60 -C Ca?" Zin ve ark
BM-20 (2017)
Bacillus atrophaeus - 7.0 50°C - Miettinen ve
SB-2 ark. (2013)
Ca*", Zn?" Clementz ve
Bacillus cereus C7 8.0 60°C ark. (2016)
C02+, Cu2+, Mg2+
Bacillus cereus 42 9 33-C Na*; Ca?*; Mg?* Peng (2013)
C71 K* Ni?" Co?" ; Mn?"
Bacillus coagulans 31 8.5 55°C Hg2"; K+; Mg2%*; Fe3"; Ribeiro ve
Na* ark. (2011)
Bacillus coagulans Hg?*; AP Fe¥h Mgt
MTCC-6375 103 8.5 45-C Ca?"; K*; Co?™ Kaur ve ark.
Na:MoO4-H:20 ; (2016)
Bacillus sp.
A30-1 65 9.5 60-C 5 U/ml subtilisin Gupta ve ark.
bakteriye ait 2015
Y
Aktif: 10 mM
Mg?" Ba?*; Na* (NaCl; | de Miranda ve
Bacillus sp. GK 8 Na2CO03) ark. (2015)
108 8.0 45-50-C Etkisiz:
10 mM K+; Li+; Ca2+
Inhibitér: 10 mM
Hg?*; Co?*; Zn?"; Ni?*

37



Cizelge 2.12. Bacillus lipazlarinin biyokimyasal 6zellikleri (Devam)

1 mM
Ba?*; Co?*; Ca®*; Na™;

Bacillus sp. H1 194 7.2 70-C K*; Ni(NO3)2 Mg?'; Vaquero ve
AI(NO3)3; FeSO4; Hg?" ark. (2016)

10 mM
Bacillus subtilis 168 19 10 35.C Fickers ve
Ca®"; Cu?*; Mn?*; Zn?* ark. (2011)
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada dogal kaynaklarimiz olan toprak orneklerinden (50 farkli sehir ve bazi
sehirlerin farkli bolgelerinden birden fazla toprak 6rnegi alinmistir) izole edilmis ve
Bursa Uludag Universitesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
Laboratuar Bacillus kiiltiir koleksiyonunda bulunan toplam 341 adet Bacillus sp. suslari
lipaz enzimi iiretim kapasitelerinin taranmasi i¢in kullanilmistir. En iyi lipaz {iretimine

sahip 1 adet Bacillus sp. secilmis ve ¢aligsmalara bu sus ile devam edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Lipaz pozitif bakterilerin kalitatif taranmasi

Lipaz iireten bakterilerin taranmasi i¢in ortam igeriginde litrede: pepton S5g; meat
ekstrakt 3g; tribiitirin 10 mL ve agar 20g bulunan (pH 7.0) TBA (Tribiitirin Agar) kati
besiyeri kullamilmistir (Kumar, 2012). Bacillus sp. suslart 6nce Nutrient Brothlu (NB)
ortamda canlandirilmig ve steril petri kaplarindaki TBA ortamina ekilerek 37 °C'de 48
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda petri kapinda etrafinda agik
renkli zon olusturan koloniler lipaz pozitif olarak degerlendirilmistir. Hidrolitik zonlarin
genisligi cetvel ile dl¢iilmiistiir (mm). Asagidaki formiil kullanilarak enzimatik indeks
(EI) hesaplanmistir (Florencio ve ark.2012). EI 0,07'den yukari gosteren suslar
potansiyel enzim {ireticileri olarak alinmistir.

Hidroliz zonunun cap1
EI= = *
Koloninin ¢api

Bu ¢aligmada hidrolitik zon ¢ap1 en genis olan sus secilmis ve saf kiiltiir olarak niitrient
agarli ortamda kiiltiire edilerek, daha sonraki calismalarda kullanilmak tizere +4°C’de
muhafaza edilmistir. Ayrica lipaz hidrolitik zon varlig1 fenol kirmizisi varliginda da
gosterilmistir. Bu amacla, iceriginde litrede; yeast ekstrakt 3g; meat ekstrakt 2,5g;
CaCl 1g; tribiitirin 10 mL; agar 30g ve fenol kirmiz 0,1g (Abdel-Fattah ve ark. 2008)
bulunan kat1 besi yerine steril kosullarda 7 mm c¢apinda kuyucuklar agilmis ve tarama

sonucunda elde edilen en iyi zona sahip susun lipaz iirettigi besi ortamindan 100 pl
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kuyucuklara konulmustur. Petri kaplar1 37 °C’de 48 saatlik ikniibasyon sonucunda

hidrolitik zon varlig1 gosterilmistir.

3.2.2. 16S rRNA analizi (Filogenetik analiz)

En yiiksek lipaz aktivitesine sahip Bacillus sp. susunun hizmet alimi ile 16S rRNA
analizi yapilmis (Ref Gen, Ankara) ve bakteri tiir diizeyinde adlandirilmistir. Genomik
DNA T4 susu kullanilarak FastDNA kiti (Qbiogene, Montreal, PQ, Canada) ile
ekstrakte  edilmistir.  16S  rRNA genomik DNA’dan  27F  (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ve 1492R (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)

geni

primerleri kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) cihazi ile amplifiye
edilmistir. ABI 3100 Genetic Anaylzer kullanilarak sekanslar yiiriitiilmiistiir. Amplifiye
edilen 1,449 bg sekansi otomatik olarak ABI PRISM 3730 XL DNA analyzer (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA) ile tespit edilmistir. Sonuglanan sekanslar BLAST
kullanilarak GenBank databazi (NCBI) ile karsilastirilmistir (Altschul ve ark. 1990).
Sekanslar CLUSTAL W progranmu ile alignment yapilmistir (Thompson ve ark. 1994).
Neighbour joining yontemi ile Bacilluslar arasindaki akrabalik iligkileri MEGA

versiyon 6.0 ile belirlenerek filogenetik agac ¢izilmistir (Tamura ve ark. 2007).

3.2.3. Enzim iiretim ortaminin belirlenmesi

Enzim iiretim ortamini belirlemek iizere Cizelgede 3.1°de verilen 3 farkli icerikli besi

ortami1 kullanilmastir.

Cizelge 3.1. Lipaz iiretim ortaminin tespitinde kullanilan siv1 besi yerleri

Besi Ortamu 1 Besi Ortam 2 Besi Ortam 3
icerik (%g) (Dahiya ve Purkayastha | (Hasan ve ark.2006) (Kumar ve ark. 2005)
2011)
Pepton 0,5 - 0,5
Yeast Ekstrakt 0,1 - 0,5
NaCl 0,5 0,05 0,05
Glukoz 0,5 0,4 -
Na,HPO4.2H,0O - 0,7 -
NH4Cl - 0,1 -
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Cizelge 3.2. Lipaz iiretim ortaminin tespitinde kullanilan siv1 besi yerleri (Devam)

K.HPO, ; 03 -
MgSO4 - 0,025 -
CaCl, - 0,002 0,005
Zeytinyagt 1 1 1
Ph 7.0 7.0 7.0

3.2.4. Bakteri iiretim kosullari

Kiiltiir saklama ortami1 olan Nutrient agarli ortamdan steril 6ze ile alinan bakteri kiiltiiri,
igerisinde 30 mL NB bulunan 100 mL’lik erlene asilanmis, 37°C’ de 150 devir/dk
calkalama hizina sahip inkiibatdrde 18 saat siire ile {iretilmistir. Bakterinin enzim iiretim
kapasitesini saptamak amaciyla 18 saatlik bakteri kiiltlirlerinin 600 nm’deki optik
yogunluklar1 (O.D) spektrofotometre (Beckman Coulter- DU 700) kullanilarak, bir
standart elde edebilmek amaciyla steril fizyolojik tuzlu su ile 0.3’e ayarlanmistir. Bu
sekilde ayarlanan kiiltiir ¢ézeltisinden igerisinde 150 mL enzim {iretim besi yeri bulunan
500 mL’lik erlenlere %5 oraninda asilanmig ve 37°C’ de 150 devir/dk ¢alkalama hizina
sahip inkiibatdrde 72 saat siire boyunca inkiibe edilmistir. Ureme ve enzim aktivite
tayinleri 16., 24., 40., 48., 64. ve 72. saatlerde yapilarak bakterinin gelisme grafigi

¢ikarilmis ve maksimum enzim iiretim zamani saptanmistir.

3.2.5. Bakteri iiremesinin ve enzim aktivitesinin olciilmesi

Bakteri iiremesinin belirlenmesi amaciyla, besi yerinin bulanikligi spektrofotometrik
olarak ol¢iilmiistiir. 3.2.4°de belirtildigi sekilde inkiibasyona birakilan besi yerlerinden
belirlenen saatlerde 6rnek alinarak 600 nm dalga boyunda okunmustur. Lipaz
tiretiminde kullanilan besi yeri kor olarak kullanilmistir ve optik yogunluk (OD)
degerlerinin okunmasiyla bakteri iireme miktar1 belirlenmistir (Sarikaya 1995). Elde

edilen OD degisimleri zamana kars1 grafiklenerek bakteri tireme egrisi ¢ikarilmstir.
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Lipaz enzim aktivitesinin tayini i¢in titrimetrik analiz metodu kullanilmistir. Serbest
enzimin aktivitesi Sugihara ve ark. (1991)'nin yontemine gore yapilmistir. Bu amagla,
oncelikle belirlenen saatlerde kiiltiir ortamindan 10 mL 6rnek alinarak 15 dakika +4 °C’
de santrifiij edilmis (5000 devir/dk) ve bakteri hiicrelerinin bulundugu alttaki pelet
kismi ile enzim iceren {istteki sivi kisim (slipernatant) birbirinden ayrilmistir.
Siipernatant ham enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Cizelge 3.2.’de lipaz aktivite
tayin basamaklar1 verilmistir. Enzim aktivitesi 6lgmek amaciyla inkiibasyon ortamina 1
mL zeytin yag (olive oil), 4.5 mL 50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 0,5 mL 0,1 M CaCl> ve 1
mL ham enzim konulmustur. Kor olarak kullanilacak tiipe diger tiipteki tiim kimyasallar
konularak, ham enzim yerine tampon konulmustur. Tiipler vorteks ile iyice homojenize
edilmis ve tiipler 30°C’de 150 rpm hizda 30 dakika calkalamali su banyosunda inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonucunda reaksiyonun durulmasi amaciyla ortama %99,8
etanolden 20 mL eklenmistir. Daha sonra 50 mM KOH igeren biiret kullanilarak

inkiibasyon ortaminin pH’s1 10.5'e kadar titre edilmistir.

Cizelge 3.3. Lipaz aktivite tayin basamaklar1

Reaksiyon Bilesenleri Ornek Tiipii Kontrol (Kor) Tiipii
Substrat ¢Ozeltisi 1 mL 1 mL
(zeytinyag1)

50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 45mL 45 mL
0.1 M CaCl2 0.5 mL 0.5 mL

Inkiibasyon sicakligina getirmek iizere 37 °C’ de su banyosunda 5 dakika bekletilir

Enzim ¢o6zeltisi -

50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 1 mL 1 mL

Vorteksle karistirilir ve 37 °C’ de calkalamal1 su banyosunda 30 dakika bekletilir
Etanol (%98,8) 20 mL 20 mL

Vorteksle karigtirilir.
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Cizelge 3.4. Lipaz aktivite tayin basamaklar1 (Devam)

50 mM KOH pH 10.5 ‘e kadar titre edilir

Enzim aktivitesi Unit (U/mL) cinsinden hesaplanmis olup, standart deney kosullarinda
1 umol yag asidini agiga ¢ikaran enzim miktari olarak ifade edilmistir. Enzim aktivitesi

asagidaki formiille hesaplanmistir (Akyil, 2013).

50 X Harcanan KOH miktari

30 (s'ure (Dk))x Harcanan enzim miktart (mL)

=U/mL

3.2.6. Bakteri gelisimi ve enzim iiretimi iizerine besinsel faktorlerin etkisi

3.2.6.1. Karbon (C) kaynaklariin etkisi

Mikroorganizmalarin  liremelerine etki eden karbon kaynaklarmin etkilerinin
belirlenmesi amactyla farkli karbon kaynaklari denemeye alinmistir. Bu amagla Cizelge
3.1°de igerigi verilen besi yerlerinden, en yiiksek lipaz aktivitesinin saptandigi besi
yerindeki karbon kaynagi yerine ayni oranda glukoz, sukroz, maltoz, nisasta gibi mono,
di ve polisakkaritler, Hindistan cevizi yagi, Misir yagi, Soya yagi, Aycicek yagi, Hint
yag1 ve zeytin fabrikasi atig1 olan zeytin karasuyu kullanilarak lipaz enzimi {izerine

etkileri arastirilmistir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
iiretim zamanina gore Ureme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.
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3.2.6.2. Azot (N) kaynaklarmin etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri tireme kapasiteleri ve enzim iiretimi iizerine olan etkilerinin
arastirilmasi amaciyla cesitli organik ve inorganik azot kaynaklarinin enzim {iretimine
olan etkileri arastirilmistir. Bu amagla ¢izelge 3.1°de igerigi verilen besi yerlerinden en
yiiksek lipaz aktivitesinin saptandigi besi yerindeki azot kaynagi yerine ayni oranda
organik azot kaynaklari olan yeast ekstrakt, pepton, corn step liquer, tripton ve
inorganik azot kaynaklar1 olarak (NH4);HPOs, KNO3, (NH4):NO3, (NH4)2SO4
kullanilmistir. Uretim islemi 3.2.4°te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan
maksimum enzim iiretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir.
Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve c¢izelgelerde ortalama

degerler verilmistir

3.2.6.3. Metal iyonu kaynaklarmin etkisi

Besiyerinde bulunan metal iyonlarmin bakteri gelismesi ve enzim aktivitesi {lizerine
etkisini arastirmak amaciyla cizelge 3.1°de igerigi verilen besi yerlerinden en yiiksek
lipaz aktivitesinin saptandig1 besi yerindeki metal iyonu olarak ayni oranda MnSOs,

LiSO4, FeSO4, BaCl,, CaCl,, KCI, CuSO4, NaCl kullanilmistir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
iiretim zamanina gore Ureme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.7. Bakteri gelisimi ve enzim iiretimi iizerine fiziksel faktorlerin etkisi

3.2.7.1. Sicakhigin etkisi

Sicakligin bakteri liremesi ve lipaz iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla, besi
ortaminin sicakligi 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C derecelerde ayarlanmis ve lipaz iiretimi

icin optimum sicaklik degeri saptanmustir.
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Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.7.2. pH’nin etkisi

pH’nin bakteri {iremesi ve lipaz iiretimi {izerine etkisini belirlemek amaciyla, besi
ortaminin pH’s1 4.0, 5.0, 6.0, 8.0 ve 9.0 degerlerinde ayarlanmistir ve lipaz tiretimi igin

optimum pH degeri saptanmaistir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.7.3. Havalandirmanin etkisi (Calkalama hizi)

Havalandirmanin bakteri tiremesi ve lipaz {iretimi lizerine etkisini belirlemek amaciyla,
inkiibatoriin ¢alkalanma hizinin (devir/dakika) 0, 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm

degerlerine getirilmesi ile saptanmustir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
iiretim zamanina gore Ureme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.74. Inokiilasyon miktarimin etkisi

Bakteri tiremesi ve lipaz iiretimi {lizerine inokiilasyon miktariin etkisini belirlemek
amaciyla, bakterinin optik yogunlugu ODeoo 0.3 olan 6n inkiibasyon kiiltiiriinden % 5,

%6,% 7,% 8, % 9 ve % 10 olacak sekilde enzim {iretim ortamina ekim yapilmistir.
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Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.7.5. Inokiilasyon yasmin etkisi

Bakteri liremesi ve lipaz iiretimi {izerine inokiilasyon yasinin etkisini belirlemek
amaciyla, 18 saat (kontrol), 24 saat ve 48 saat olarak farkli inokiiliim yaslar

kullantlmistir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
liretim zamanina gore lireme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve cizelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.8. Maksimum lipaz iiretimi icin modifiye ortamin hazirlanmasi

Maksimum lipaz iiretiminin gézlendigi besinsel ve fiziksel kosullarin biraya getirilmesi
ile yeni olusturulan modifiye ortamda enzim iiretim veriminin arttirilmasi yoluna
gidilerek temel besi yerindeki verim ile karsilagtirilmistir.

Uretim islemi 3.2.4’te belirtildigi gibi yapilmis ve belirlenmis olan maksimum enzim
iiretim zamanina gore lUreme ve lipaz aktivite tayinleri yapilmistir. Calismalarda her

deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama degerler verilmistir.

3.2.9. Lipaz enziminin kismi saflagtirilmasi

En yliksek lipaz aktivitesine sahip Bacillus sp.” den elde edilen lipaz enzimi kismi
olarak saflagtirilmig ve karakterize edilmistir. Bu amagla, temel besiyerinde maksimum
enzim iretim zamanina kadar {iretilen kiiltiir ortam1 +4°C’ de, 5000 rpm’de 15 dakika

santrifiij edilmistir. Siipernatant ham enzim kaynagi olarak kullanilmistir.

Ham enzim ii¢ basamakta kismi olarak saflastirilmistir. Her bir basamakta enzim

aktivite ve protein tayinleri yapilmistir. Protein tayini, standart olarak ‘Sigir Serum
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Albumin’i kullanilarak Lowry ve ark. (1951) metoduna gore belirlenmistir tim

saflastirma basamaklar1 +4 © ‘de yapilmustir.

3.2.9.1. Amonyum siilfat coktiirmesi

Ham enzimin en iyi ¢oktiigii tuz konsantrasyonun belirlemesi amaciyla siipernatant
+4°C de farkli konsantrasyonlardaki (%20, %40, %70 ve %80) amonyum siilfat ile
coktiirtilmiistiir. Buz dolu kap igerisinde ham enzim ¢ozeltisi igeren behere havanda toz
haline getirilmis % amonyum siilfat ¢ok yavas bir sekilde eklenerek manyetik karistirict
lizerinde c¢Oziindiirilmistiir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek manyetik karistiricida
karistirilarak bir gece +4°C’de bekletilmistir. Coktlirme sonrast olusan karigim 10.000
rpm’de 30 dk boyunca santrifiijlenmis, pellet ve siipernatant birbirinden ayrilmistir.

Pellet diyaliz i¢in kullanilmistir.

3.2.9.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen pellet 1 mM CaCl igeren 50 mM Tris-HCI
(pH 7.0) tamponunda ¢ozililmiistiir. Yar1 gegirgen bir membrana sahip diyaliz tiipii
(Seliilloz membran, Sigma-Aldrich, MWCO-Molecular Weight Cut Off 12.000 Da, 25
mm x 16mm) istenilen boyutlarda kesilmis, gozeneklerin temizlenmesi ve kirleticilerin
giderilmesi amaciyla distile sudan gecirilmistir. Diyaliz tiipli yumusayinca bir ucu sikica
iple baglanmistir. Hazirlanan diyaliz tiipiine tampon igerisinde ¢ozdiiriilmiis pellet
ornegi aktarilmis ve tliplin diger ucu da ip ile sikica baglanmigtir. Diyaliz tiipii, 1 mM
CaCl; igeren 50 mM Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda 4°C’de bir gece boyunca manyetik
karistiric1 ile karistirilmistir. Diyaliz islemi boyunca tampon ¢ozeltisi tuzun tamamen
giderilmesi amaciyla birka¢ kez degistirilmistir. Amonyum siilfat tuzlarmin ortamdan
tamamen uzaklasip uzaklasmadigini belirlemek i¢in tampondan birkag damla alinip
tizerine 0,1 N HCIl ve doygun BaCl ¢ozeltisinden 1-2 damla damlatilmistir. Diyaliz
islemi bulaniklik goriilmedigi zamana kadar devam ettirilmistir (Trautwein ve

Kuhlmann 1982).
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3.2.9.3. Ultrafiltrasyon ile diyalizatin konsantre edilmesi

Diyalizat, ultra filtrasyon (MW cut-off 30,000 ve 10,000) tiiptine alinmis ve +4°C’de
5000 rpm’de 15 dk siirelerle istenilen hacme ulasana kadar konsantre edilmistir.

Konsantre edilen 6rnekte aktivite ve protein tayinleri yapilmistir.

3.2.94. Protein miktarmin belirlenmesi

Her bir saflagtirma basamaginda elde edilen protein miktarlarinin tayin edilmesi igin
Lowry Metodu kullanilmistir (Lowry 1951). Protein standart grafiginin olusturulmasi
icin 5 mg BSA 10 mL distile suda ¢oziilmiistiir. Konsantrasyonu 0-500 pg/mL olacak
sekilde uygun sulandirma yapilarak hazirlanan Orneklerin absorbanslar1 546 nm’de

Olcililmiis (Beckman Coulter-UD 700) ve standart egri grafigi hazirlanmstir.

Ayirag A: % 3’ liikk Na2CO3 (0.1 N NaOH’da ¢oziinmiis)

Ayirag B: % 2’°lik K-Na-tartarat

Ayirag C: % 1’ lik CuSO4.5H>0

Ayrrag D: Ihtiyaca gore giinliik A, B ve C ayrraglarindan hazirlanir (50:1:1 oraninda).
Ayirag E: 1,1 oraninda seyreltilmis Folin ciocalteus fenol ayiraci

1 mL enzim 6rneginden alinmig ve iizerine 5 mL D ayiracindan eklenip karigtirilmistir.
Karigim 10 dakika boyunca karanlik bir ortamda bekletilmistir. Kor icin ise 1 mL
distile su ve D ayrracindan 5 mL konularak ayni islemler yapilmstir. Inkiibasyon
sonrasi Orneklerin iizerlerine 0,5 mL E ¢ozeltisi eklenerek vortekslenmis, karanlik bir
ortamda 20 dakika boyunca bekletilmistir. 546 nm’de kore karsi, absorbanslar
okunarak sonuclar elde edilmistir. Okunan bu absorbanslar standart protein

konsantrasyonlarina kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Protein standart grafigi

3.2.10. Lipaz enziminin karakterizasyonu

Kismi saflastirilan lipaz enziminin karakterize edilmesi amaci ile enzim aktivitesi
tizerine sicaklik, pH ve potansiyel bilesiklerin etkisi arastirilmistir. Bununla birlikte

enzimin molekiiler agirlig1, Vimax ve Km degerleri de saptanmistir.

3.2.10.1. Enzim aktivitesi iizerine sicakhigin etkisi

Kismi saflagtirilmig lipaz aktivitesi lizerine sicakligin etkisini aragtirmak sicaklik profili
olarak 35, 37 (Kontrol), 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ve 80°C degerleri kullanilmis ve
enzimin optimum sicaklik degeri saptanmistir. Sicaklik stabilitesini tespit etmek igin
enzim yliksek sicaklik degerlerinde belli saatlerde inkiibe edilerek aktivite tayinleri
yapilmistir. Her bir sicaklik derecesinde elde edilen aktivite degerleri, kontrol olarak
kullanilan 37 °C ‘den elde edilen deger (%100) ile kiyaslanarak % bagil aktivite olarak

hesaplanmustir.
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3.2.10.2. Enzim aktivitesi iizerine pH’nin etkisi

Farkli pH degerlerinin enzim aktivitesine olan etkileri arastirilmis ve bu amagla 0.1 M
glisin-HCI (pH 2.0 ve 3.0), 0.1 M sodyum asetat (pH 4.0-6.0), 0.1 M Tris-HCI (pH 7.0
ve 8.0), 0.1 M glisin-NaOH (pH 9.0 ve 10) kullanilarak pH 2.0-10.0 arasinda aktivite
Olclimii yapilmis ve enzimin optimum pH degeri tespit edilmistir. Enzimin pH stabilitesi
pH 6.0, 7.0 ve 8.0 degerlerinde belirli saatlerde belirlenmistir. Her bir pH degerinde elde
edilen aktivite degerleri, kontrol olarak kullanilan pH 6.0’dan elde edilen deger (%100)

ile kryaslanarak % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

3.2.10.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Potansiyel Bilesiklerin Etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarmin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin etkisini
tespit etmek ilizere enzim 1 ve 5 mM MnSOs, MgSOs, FeSO4, ZnSO4, CuSO4, CaCly,
LiSO4, BaCly, NaCl, KCI, SDS, EDTA,Triton X-100 ve Tween 20 ile inkiibe edilerek

aktiviteleri saptanmistir. Aktiviteler % bagil aktivite olarak hesaplanmistir.

3.2.10.4. Kinetik parametrelerin saptanmasi

Lipaz enziminin Vmax ve Km degerleri farkli konsantrasyonlarda hazirlanan tribiitirin
kullanilarak ¢izilen Lineweaver—Burk grafigi ile tespit edilmistir.
Calismalarda her deney 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve c¢izelgelerde ortalama

degerler verilmistir.

3.2.10.5. Enzimin molekiiler agirh@inin tespiti

Enzimin molekiiler agirliginin belirlenmesi amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Laemmli 1970).

50



3.2.11. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi

Liyofilize ham enzimin depolanma sicakligin1 saptamak iizere bakteriden iiretilen ham
enzimin baslangi¢ aktivitesi tayin edildikten sonra enzim Ornekleri oda sicakliginda
(RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de her 15 giinde bir aktivitelerine bakilarak depolama
stabilitesi belirlenmistir. Lipaz aktivitelerindeki degisim, baslangi¢ aktivitelerine gore

hesaplanarak bagil aktivite (%) olarak verilmistir.

3.2.12. Lipaz enziminin deterjan endiistrisinde kullanim potansiyelinin

belirlenmesi

3.2.12.1. Lipazin siirfektan ve oksitleyici ajan varhginda stabilitesi

Liyofilize edilmis lipazin aktivitesine deterjan katki maddelerinin etkisinin incelenmesi
amaciyla %1 ve %S5 konsantrasyonlarda Triton X-100, EDTA, SDS ve H;0; ilave
edilerek, 100 rpm, 55 ve 65°C kosullarinda 1 saat siiresince lipaz enzimi bu deterjan
katki maddeleri ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda lipaz enziminin aktiviteleri
tayin edilmistir. Lipaz aktivitelerindeki degisim, baslangig aktivitelerine gore

hesaplanarak bagil aktivite (%) olarak verilmistir.

3.2.12.2. Kirletilmis kumaslara lipaz uygulanmasi

Liyofilize edilmis lipazin ticari deterjanlardaki kararliligi, farkli ticari deterjan
¢ozeltileri ile inkiibe edilmesiyle arastirilmistir. Ulkemizde ¢ogunlukla kullanilan sivi
(S1, S2, S3) ve kat1 (K1, K2, K3) deterjanlar test edilmistir. Deterjanlar (0,1 g kat1 ve
0,1 ml s1v1) 1 mL saf suda coziilerek kullanilmistir. Liyofilize ham lipaz 50 mM Tris-
HCI igerisinde ¢oziilerek kumas uygulamalari i¢in hazir hale getirilmistir (U/mL).
Calismada %50 pamuk, %50 Poliester (PES) iceren beyaz kumas kullanilmistir.
Kumas B.U.U Tekstil Miihendisligi’nden temin edilmistir. Kirletici olarak zeytinyag:

ve gress yagi denemeye alinmistir.
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Her bir kirletici (zeytinyag1 ve gress yag) ile kirletilmis kumaslar i¢in 6 deney seti

olusturulmustur.

1. Kirletilmis kumas (kontrol)

2. Kirletilmis kumas + 1 mL Deterjan (kati)

3. Kirletilmis kumas + 1 mL Deterjan (s1v1)

4. Kirletilmis kumas + 1 mL Enzim

5. Kirletilmis kumas + 1 mL Deterjan (kat1) + ImL Enzim
6. Kirletilmis kumas + 1 mL Deterjan (s1v1) + 1 mL Enzim

Beyaz kumas parcalart 60x60 mm boyutunda kesilmis ve tiim kumasi kapsayacak
sekilde ayr1 ayr1 zeytinya8i ve gress yagi ile kirletilmistir. Yag iceren kirleticiler ile
muamele edilen kumaslara yukarida verilen setler uygulanarak 90x90 mm ¢apindaki
petriler igerisinde 1 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu kumaslar
fircayla hafifce ovulup, saf su ile durulanarak kurutulmustur. Islem uygulanmamis
kumas oOrnekleri standart kabul edilerek, enzim ve deterjan uygulamalar1 sonrasi
meydana gelen beyazlik derecesindeki degisimler B.U.U. Tekstil Miihendisligi Boliimii
laboratuvarinda bulunan Konica Minolta renk 6l¢iim spektrofotometresi kullanilarak
Olciilmiistiir (Sekil 3.2). Standart (higbir islem gormemis kumas) ve numuneye ait
“Beyazlik” indisleri karsilastirilmistir. Beyazlik indisleri ise Stensby esas alinarak

Olctimler yapilmistir (www.argetek.com).

Sekil 3.2. Renk Olgiim Spektrofotometresi
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4. BULGULAR

4.1. Lipaz pozitif bakterilerin belirlenmesi

Bu calismada dogal kaynaklarimiz olan toprak érneklerinden izole edilmis toplam 341
Bacillus sp. suslarindan lipaz enzimi {iretim kapasiteleri kalitatif olarak arastirilmistir.
Tribiitirin igeren agarli ortamda (TBA) 48. saat boyunca inkiibe edilen Bacillus sp.
suglar1 arasindan 141 tanesinde agik renkli hidrolitik zonlar gériilmiistiir. Bu zonlarin
varlig1 bakterinin lipaz iirettigini gostermistir. 141 tane bakteriden 74 tanesinin zayif
hidrolitik zon (EI = 0,07-0.30), 42 tanesinde orta hidrolitik zon (EI = 0,30-0,50), 25
tanesinin genis hidrolitik zona (EI = 0,5-2) sahip oldugu saptanmistir (gizelge 4.1).
Bunlardan EI = 2 olan ve 16 mm hidrolitik zon ¢ap1 gosteren Bacillus sp. susu ATA179
olarak adlandirilmistir (sekil 4.1A). Ayrica 37 °C’de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
petri kaplarindaki hidrolitik zon varligi ortama fenol kirmizis1 varliginda da

gosterilmistir (sekil 4.1B).

Sekil 4.1 A: Lipaz tireten Bacillus sp. ATA179” un TBA ortamdaki goriintiisii B: Lipaz
varliginin fenol kirmizisi ile hidrolitik zon goriintiis
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Cizelge 4.1. Lipaz pozitif bakterilerin 48. saatteki zon ¢aplari

ot = ot -
g EzzlSsz5 2% §¢ Ezzl Ssz4 2L
£=3 = S2E EISE Exm=|l 28 = S2E 2SS 2E EZS=
iz’ CRXE LY R SCE EICE 5.__:5
1-12 Bilecik 13 4 0,30 53-114 Kastamonu 10 6 0,6
2-16 Karklareli 15 5 0,33 54-115 Kastamonu 12 3 0,25
3-17 Kirklareli 14 5 0,35 55-118 Sinop 10 3 0,30
4-18 Kirklareli 12 3 0,25 56-119 Sinop 14 3 0,21
5-19 Kirklareli 10 1 0.10 57-123 Malatya 10 3 0,30
6-20 Kirklareli 12 1 0.08 58-124 Malatya 15 2 0,13
7-21 Kurklareli 14 2 0,14 59-128 Malatya 10 3 0,30
8-22 Kayseri 17 2 0,11 60-129 Malatya 15 4 0,26
9-24 Kayseri 10 8 0,8 61-132 Sivas 9 2 0,22
10-25 Kayseri 10 3 0,3 62-135 Sivas 8 6 0,75
11-27 Kayseri 13 1 0,07 63-136 Mersin 12 2 0,16
12-28 Manisa 10 3 0,3 64-138 Mersin 5 8 1,60
13-29 Manisa 11 3 0,27 65-142 Zonguldak 8 4 0,50
14-30 Manisa 12 2 0,16 66-143 Zonguldak 15 4 0,26
15-34 Manisa 10 5 0,5 67-145 Zonguldak 9 3 0,33
16-35 Manisa 13 5 0,38 68-148 Artvin 9 3 0,33
17-36 Kiitahya 11 3 0,27 69-151 Tokat 8 7 0,87
18-38 Kiitahya 13 4 0,30 70-158 Eskisehir 9 4 0,44
19-40 Kiitahya 16 3 0,18 71-159 Eskisehir 9 4 0,44
20-45 Adana 18 2 0,11 72-160 Eskisgehir 12 2 0,16
21-46 Adana 8 6 0,75 73-164 Kocaeli 14 2 0,14
22-47 Adana 13 4 0,30 74-166 Kocaeli 12 3 0,25
23-50 Nigde 14 4 0,28 75-167 Kocaeli 11 2 0,18
24-55 Trabzon 12 3 0,25 76-170 Denizli 10 3 0,30
25-57 Trabzon 7 3 0,42 77-171 Denizli 15 2 0,13
26-59 Tunceli 12 5 0,41 78-172 Konya 10 4 0,40
27-60 Tunceli 5 9 1,8 79-173 Konya 13 3 0,23
28-62 Tunceli 13 7 0.53 80-174 Konya 17 2 0,11
29-65 Burdur 7 7 1 81-175 Konya 10 4 0,40
30-68 Burdur 14 1 0,07 82-176 Konya 11 3 0,27
31-74 Ordu 15 1 0,06 83-177 Konya 14 3 0,21
32-78 Balikesir 13 1 0,07 84-178 Konya 13 4 0,30
33-79 Balikesir 7 13 1,85 85-179 Konya 8 16 2
34-82 Balikesir 5 4 0,80 86-185 Kayseri 18 4 0,22
35-83 Hatay 13 3 0,23 87-187 Adana 12 2 0,16
36-85 Hatay 7 13 1,85 88-190 Nigde 15 4 0,26
37-86 Hatay 8 3 0,37 89-191 Tunceli 9 3 0,33
38-87 Hatay 7 3 0,42 90-192 Burdur 12 3 0,25
39-89 Hatay 8 4 0,5 91-193 Burdur 9 3 0,33
40-90 Hatay 9 3 0,33 92-195 Ordu 16 3 0,18
41-91 Hatay 5 4 0,80 93-196 Ordu 14 4 0,28
42-92 Sakarya 18 3 0,16 94-197 Balikesir 10 4 0,40
43-97 Ardahan 15 2 0,13 95-198 Balikesir 15 10 0,66
44-98 Ardahan 14 3 0,21 96-199 Trabzon 10 5 0,50
45-100 Bartin 11 4 0,36 97-200 Trabzon 8 3 0,37
46-101 Bartin 10 4 0,40 98-203 Hatay 12 2 0,16
47-103 Bartin 5 4 0,80 99-205 Sinop 20 2 0,10
48-105 Edirne 10 3 0,30 100-209 Sivas 11 3 0,27
49-107 Edirne 7 5 0,71 101-210 Mersin 12 2 0,16
50-110 Edirne 9 5 0,55 102-211 Mersin 3 0,33
51-112 Edirne 12 3 0,25 103-212 Mersin 5 9 1,8
52-113 Kastamonu 6 10 1,66 104-214 Artvin 11 3 0,27
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Cizelge 4.2. Lipaz pozitif bakterilerin 48. saatteki zon ¢aplar1 (Devam)

105-215 Artvin 11 3 0,27 124-274 Balikesir 11 3 0,27
106-217 Eskisehir 11 2 0,18 125-275 Konya 13 1 0,07
107-220 Kocaeli 10 3 0,30 126-278 Bilecik 13 3 0,23
108-222 Ordu 11 3 0,27 127-283 Alanya 9 4 0,44
109-223 Istanbul 11 3 0,27 128-285 Kayseri 9 4 0,44
110-225 Balikesir 11 4 0,36 129-286 Manisa 10 4 0,40
111-226 Balikesir 12 2 0,16 130-287 Konya 12 3 0,25
112-229 Ankara 13 1 0,07 131-294 Adana 12 2 0,16
113-230 Sakarya 13 3 0,23 132-295 Nigde 11 3 0,27
114-233 [zmir 14 1 0,07 133-296 Trabzon 10 3 0,30
115-234 [zmir 9 3 0,33 134-297 Konya 9 4 0,44
116-238 Trabzon 10 4 0,40 135-299 Mersin 11 2 0,18
117-239 Sivas 13 3 0,23 136-302 Alanya 11 3 0,27
118-240 Nigde 14 2 0,14 137-306 Izmir 13 3 0,23
119-241 Nigde 16 3 0,18 138-311 Mugla 11 3 0,27
120-261 Mugla 12 1 0,08 139-312 Istanbul 10 3 0,30
121-262 Kayseri 13 3 0,23 140-314 Istanbul 12 3 0,25
122-267 [zmir 12 2 0,16 141-315 Mersin 9 5 0,55
123-273 Tokat 12 2 0,16

EI*= Hidroliz zonunun ¢ap1 / Koloninin gap1

4.2.  6S rRNA analizi (Filogenetik Analiz)

Bakterinin mikrobiyal diizeyde tiir analizi icin RefGen-Biyoteknoloji (Ankara)
tarafindan yapilan 16S rRNA dizi analizi sonucunda Bacillus sp. ATA179 susunun
dizini gen bankasinda karsilastirilmis ve Bacillus cereus ile %100 benzerlik gosterdigi
saptanmustir (sekil 4.2). Bu yiizden yeni izole ettigimiz bakteri Bacillus cereus ATA179
olarak adlandirilmustir. Bacillus cereus ATA179 susunun 16S rRNA analizini yapmak
icin bu gen bolgesine 6zel 27F D03 (Cizelge 4.2) ve 907R_E03 (Cizelge 4.3) primerleri
kullanmilmistir.  Bacillus cereus ATA179 susunun 16S rRNA geninin kismi DNA

dizisinin bir boliimiiniin gosterildigi kromotogram ¢izelge 4.2 ve 4.3'de verilmistir.
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179-2

Bacillus cereus MH010183

Bacillus cereus KF862926

Bacillus cereus MG696052

p—
0.0005

Sekil 4.2 Bacillus cereus ATA179 susunun 16S rRNA bélgelerinin filogenetik agaci

Cizelge 4.3. Bacillus cereus ATA179 susunun 27F D03 primeri kullanilarak okunan
16S rRNA geninin kismi DNA dizisi

GAGGAATTGGCGGCGTGCCTAATACTCGCAGTCGAGCGATGGATTAAGAGCTTGCTCTTAT
GAAGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATAAGACTGGGATAACT
CCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATAACATTTTGAACCGCATGGTTCGAAATTGAAAGGC
GGCTTCGGCTGTCACTTATGGATGGACCCGCGTCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCT
CACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGAC
ACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGA
CGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTA
AAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGT
CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTG
AAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAAGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGAC
ACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACATGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCATGCTGAACGAAATGGAAATTTGGCGGAATTGCTCCC
CCGGGGCCATAATCACTTAGTTAAGGTGCCACTTTGGCATCTGAATGCCCATTGATCCACTCG
ACACGT
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Cizelge 4.4. Bacillus cereus ATA179 susunun 907R _EO03 primeri kullanilarak okunan
16S rRNA geninin kismi DNA dizisi

ACCTTGCGGCAGTAATCCCAGGCGGGAGTGCTTATGCGTTACTTCAGCACTAAAGGGCGGAAACC
CTCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCA
CGCTTTCGCGCCTCAGTGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTATCGCCACTGGTGTTCCTCCATA
TCTCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTC
CAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCTGCGCGCGCTT
TACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAG
CCGTGGCTTTCTGGTTAGGTACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCACTTGTTCTTCCCTAAC
AACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCA
TTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCC
GATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT
GCGACGCGGGTCCATCCATAAGTGACAGCCGAAGCCGCCTTTCAATTTCGAACCATGCAGTTCAA
AATGTTATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCGGAGTTATCCCAGTCTTATGGGCAGGTTACCCACGT
GTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACTTCATAAGAGCAAGCTCTTAATCCATTCGCTCGACTTGCATGT
ATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCATCCTGGCCGGGGGTCAAATCTCTA

4.3. Lipaz iiretim ortaminin belirlenmesi

Bacillus sp. ATA179 susunun lipaz iiretim ortamini belirlemek {izere denemeye alinan 3
farkl1 igerikli besi yerlerinde 72 saat boyunca yapilan liretim sonucunda en 1iyi besi yeri
3 numarali besi yeri olarak saptanmistir. Bu besi yerinde maksimum enzim aktivitesi
6.6 U/mL olarak 48 saatte elde edilirken, maksimum tireme ODgoo 1,6 olarak 40.saatte
elde edilmistir (cizelge 4.4, sekil 4.3 ve sekil 4.4). Daha sonraki ¢alismalara seg¢ilen bu

besiyeri ile devam edilmistir.

Cizelge 4.5. Bacillus cereus ATA179’in 3 farkli ortamdaki iireme ve lipaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmast

1 2 3

. (Dahiya ve Purkayastha (Hasan ve ark.2006) (Kumar ve ark. 2005)
Inkiibasyon 2011)

suresi

(saat)
ODeoo U/mL ODsg0o U/mL ODso0 U/Ml
16 1,5 2,1 0,9 1,6 1,3 3,1
24 1,5 2,3 0,6 2,0 1,4 3,0
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Cizelge 4.6. Bacillus cereus ATA179’in 3 farkli ortamdaki iireme ve lipaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmasi (Devam)

40 1,7 3,5 0,9 2,6 1,6 4,1
48 1,7 5.8 1,0 4,5 1,5 6,6
64 1,1 5,1 1,0 4,3 1,5 5,4
72 0,8 4,6 0,9 3,5 1,2 4,1
2
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Sekil 4.3. Bacillus cereus ATA179in 3 farkli igerikli besiyerinde bakteri tiremelerinin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.4. Bacillus cereus ATA179n 3 farkli igerikli besiyerinde lipaz enzim
tiretimlerinin karsilastiriimasi
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Bacillus cereus ATA179’nin bakteri lireme egrisi ve enzim {retimi sekil 4.5°de
verilmistir. Enzim iiretiminin duragan duragan fazda maksimum oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Bacillus cereus ATA179’in Besiyeri 3 (Cizelge 3.1)’de lipaz iiretim
kapasitesi ve lireme degerlerinin zamana bagli degisimleri

4.4. Enzim Uretimi Uzerine Besinsel Faktorlerin EtKisi

Enzim {iretimi ortamda bulunan besinsel faktorlere bagli oldugundan dolayi, temel
besiyerindeki karbon (C), azot (N) ve metal iyonu kaynaklar1 yerine farkli karbon, azot
ve metal iyon kaynaklar1 denenmistir.

Yapilan ¢aligmalarda deneyler 3 kez tekrarlanmis olup, grafik ve ¢izelgelerde ortalama

degerler verilmistir.

4.4.1. Karbon (C) kaynaklarmin etkisi

Ureme ortaminda bulunan karbon kaynaklarinin bakteri iireme ve lipaz enzim iiretimi
izerine etkilerini belirlemek amaciyla 10 farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Kontrol
ortamindaki %1 oraninda zeytinyagi yerine karbon kaynagi olarak glukoz, sukroz,
maltoz, nisasta gibi mono, di ve polisakkaritler, hindistan cevizi yagi, misir yagi, soya

yag1, aycigek yagi, hint yagi ve zeytin fabrikasi atig1 olan zeytin karasuyu kulalnilmistir.
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Farkli karbon kaynagi igeren besiyerlerinde ATA179 susu maksimum enzim iiretimin
elde edildigi saat olan 48 saat boyunca inkiibe edilmis ve bu saat sonunda alinan
orneklerde lipaz aktivitesi ve lireme degeri tayin edilmistir (¢izelge 4.5 ve sekil 4.6).
ATA179’in enzim iiretimi agisindan karbon kaynagi tercih siralamasi sirayla sukroz >
maltoz > glukoz > nigasta > hindistan cevizi yag1 > zeytin karasu = kontrol > ay¢igek
yag1 = soya yag1 = hint yag1 > musir yagi seklinde belirlenmistir.

Maksimum bakteri iremesinin ise sirayla aycicek yagi > nisasta = soya yag1 = hindistan
cevizi yag1 > glukoz = sukroz = maltoz = hint yagi > misir yagi = kontrol > zeytin
karasuyu ortamlarinda gerceklestigi saptanmustir.

Yapilan ¢alismada maksimum enzim {iretiminin elde edildigi sukroz iceren ortamdaki
enzim iretimi (8§ U/mL), kontrol ortamina goére (6,6 U/mL) %21 oraninda artmistir

(cizelge 4.5).

Cizelge 4.7.Farkli karbon kaynaklarinin iireme ve lipaz iiretimi iizerine etki

Karbon Ureme Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite

Kaynaklanr (ODe¢0o) (U/mL) (%)
Kontrol (Zeytinyagi) 1,6 6,6 100
Glukoz 1,7 7,6 115
Sukroz 1,7 8 121
Nisasta 1,8 7,5 113
Maltoz 1,7 7,8 118

Misir yagi 1,6 5,8 87

Aygigek yagi 1,9 6,3 95

Soya yagi 1,8 6,3 95

Hint yag1 1,7 6,3 95
Hindistan cevizi yagi 1,8 6,8 103
Zeytin karasu 1,5 6,6 100
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Sekil 4.6. Karbon kaynaklarmin lireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

4.4.2. Azot (N) kaynaklarmin etkisi

Azot kaynaklarinin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi lizerine etkilerinin arastirilmasi
amaciyla kontrol ortamindaki pepton ve yeast ekstrakt yerine sirasiyla; %1 oraninda
organik azot kaynaklar1 olarak yeast ekstrakt, pepton, corn step, tripton ve inorganik
azot kaynaklar1 olarak (NHs):HPOs4, KNOs, (NH4)2SO4, (NH4)2NO; kullanilmistir.
Farkli azot kaynaklar1 igeren besi yerlerinden 48. saatte alinan Orneklerin iireme
degerleri ve enzim aktiviteleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuclar grafik ve cizelge
seklinde wverilerek, en yiiksek enzim aktivitesinin inorganik azot kaynagi olan
(NH4)2HPO4 varliginda 12,3 U/mL olarak tespit edilmistir (¢izelge 4.6, sekil 4.7). Bu
ortam kontrol ile kiyaslandiginda %86 oraninda bir verim elde edilmistir. Ayrica
(NH4)2NOs varliginda %74, (NH4)2SO4 varliginda %59 ve organik azot kaynagi olan
yeast ekstrakt varliginda ise %7,5 oraninda enzim verimi saglanmistir.

Bacillus cereus ATA179’in enzim aktivitesi agisinda organik ve inorganik azot kaynagi
tercihi sirastyla; (NH4)2HPO4> (NH4)2NOs; > (NH4)2SO4 > yeast ekstrakt > pepton >
tripton= kontrol > corn step > KNOj seklidedir (cizelge 4.6).

Maksimum bakteri {iremesinin ise sirayla; corn step > yeast ekstrakt = tripton = kontrol
> (NH4)2HPO4 > pepton = (NH4)2SO4 > (NH4)2NO3; > KNO3 ortamlarinda gergeklestigi
saptanmustir (¢izelge 4.6).
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Cizelge 4.8. Farkli azot kaynaklarinin iireme ve lipaz liretimi iizerine etkileri

Azot Ureme | Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
Kaynaklan (ODsoo) (U/mL) (%)
Kontrol (Pepton + 1.6 6.6 100
Yeast ekstrakt) ’ i
Yeast ekstrakt 1,6 7,1 107
Pepton 1,2 6,8 103
Corn Step 1,8 5,1 77
Tripton 1,6 6,6 100
(NH4)2HPO4 1,3 12,3 186
KNO3 0,08 4,3 65
(NH4)2S04 1,2 10,5 159
(NH4)2NOs 1,1 11,5 174
14 - -2
12 - F e
- - 1,6
:'E 10 1 1,4
2 s
z 8 -12 8
£ 18
% % L 08 E
£ g
s 4 - 06 D
w I - 0,4
2 4
W)
o - -0
\°\ ’Sé' \.é\ ‘@Q > > Vg
R & ’\“ s&" & x\"“‘n?o S
‘\6@‘} ¢ & N &
s U/mL == 0D600
Azot Kaynaklan

Sekil 4.7. Azot kaynaklarinin iireme ve lipaz iiretimi iizerine etkileri

4.4.3. Metal iyonu kaynaklarmmin etkisi

Metal iyonlarinin bakteri {iremesi ve enzim iiretimi iizerine etkisini aragtirmak {izere
yapilan ¢aligmalarda kontrol ortaminda bulunan CaCl, + NaCl yerine toplam miktarda

(%0,055) farklt metal iyonlar1 kullanilmistir. Bunlar MnSQOs, LiSO4, FeSO4, BaCly,
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CaCl,, KCl, CuSO4, NaCl’diir. Farkli metal kaynaklar1 igeren besi yerlerinden 48. saatte
alinan Orneklerde lireme degerleri ve enzim aktivite tayinleri yapilmistir. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil 4.8’de goriilebilecegi gibi kontrole (6,6 U/mL) gore daha
yiiksek aktivite degeri metal kaynagi CaCl, 8 U/mL olarak saptanmis ve %21°lik bir
enzim verimi elde edilmistir. Enzim {iretiminde metal kaynagini sirasi1 ile CaCly >
BaCly> LiSO4 > FeSOs> KCIl = CuSO4 > kontrol > NaCl > MnSOj4 seklinde tercih
ettigi goriilmistiir (cizelge 4.7). Ayin zamanda kontrol ortaminda birlikte bulunan
CaCl, ve NaCl ayr1 ayr1 denemeye alinmis olup, ancak enzim iiretiminde CaCl, ayri
oldugundan Onemli etkiye sahip oldugunu saptanmistir. Buna karst NaCl yalniz

oldugunda inhibitdr etkisi elde edilmistir (¢izelge 4.7).

Maksimum bakteri iiremesinin ise sirayla; FeSO4 > CaCl, > kontrol > BaCl, = NaCl >

LiSO4 > KCIl = CuSO4 > MnSOs4 ortamlarinda gergeklestigi saptanmistir (¢izelge 4.7).

Cizelge 4.9. Metal kaynaklarinin ireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

Metal Ureme | Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
Iyonlar (ODeoo) (U/mL) (%)
Kontrol (CaCly+ NaCl) 1,6 6,6 100
MnSOq4 1,1 6,1 92
LiSO4 1,4 7,3 110
FeSO4 1,9 7 106
BaCl, 1,5 7,6 115
CaClz 1,7 8 121
KCI 1,3 6,8 103
CuSOq4 1,3 6,8 103
NaCl 1,5 6,3 95
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Sekil 4.8. Metal iyonlarinin iireme ve lipaz liretimi iizerine etkileri

4.5. Enzim Uretimi Uzerine Etki Eden Fiziksel Faktorler

4.5.1. Sicakhgn etkisi

Sicakligin bakteri liremesi ve enzim liretimi ilizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla 35,
40, 45, 50, 55 ve 60 °C sicakliklar1 kullanilarak optimum sicaklik degeri saptanmistir.
Yapilan ¢alismada maksimum enzim iiretiminin 45°C oldugu ve bu sicaklikta enzim
aktivitesinin 8.6 U/mL oldugu saptanmistir (¢izelge 4.8). Kontrol (6.6 U/mL) ile
kiyaslandiginda %30 oraninda enzim verimi elde edilmistir. Uremenin ise diisiik oldugu

belirlenistir. Sicakligin artmasi ile gerek liremede gerekse enzim iiretiminde dramatik

bir azalma goriilmiistiir (sekil 4.9).

Cizelge 4.10. Sicakligin iireme ve lipaz liretimi ilizerine etkileri

Sicakhk Ureme | Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
(°O) (ODe0o) (U/ mL) (%)
35 1,8 6,8 103
37 (Kontrol) 1,6 6,6 100

64




Cizelge 4.11. Sicakligin iireme ve lipaz liretimi iizerine etkileri (Devam)

40 1,6 8,1 122
45 0,7 8,6 130
50 0,4 5.4 81
55 0,2 4,5 68
10 + 2
9 - - 1,8
8 - - 1,6
TEI 7 - 14
) _
3 ° 12 3
g, -
£ 1
w 4 - 0,8
£ 5
g 3 - 06 >
2 - 0,4
1 - 0,2
0 0
35 40 45 50 55 — U/mL
Sicaklik (°C) == 0D600

Sekil 4.9. Sicakligin tireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

4.5.2. pH’nmin etkisi

pH etkisinin bakteri liremesi ve enzim aktivitesi lizerine etkisinin arastirilmasi amaciyla

4.0, 5.0, 6.0, 8.0 ve 9.0 pH degerleri kullanilarak optimum pH degeri saptanmustir.

Yapilan ¢alismada maksimum enzim iretiminin pH 7.0 elde edildigi saptanmistir

(cizelge 4.9 ve sekil 4.10). pH 4.0’de lreme gozlenmediginden aktivite de tayin

edilmemistir. Yiiksek pH’larda {ireme

belirlenmistir.

saptanirken enzim iiretiminde diistisler
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Cizelge 4.12. pH’nin iireme ve lipaz {iretimi iizerine etkileri

pH Ureme Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite

(ODsoo) (U/mL) (%)

4 - - _

5 0,8 5,8 88

6 1,1 6,1 92

7 (Kontrol) 1,6 6,6 100

8 1,5 4,8 72

9 1,4 3,8 57

120 4 1.8

- 1,6

_ 100 4 Cia
£ 12 8
3 L, &
% 60 | os Ig

E a0 4 0.6

= 0.4

20 4
L
0 T v r - O
5 & 7 - 9
PH min Etkisi — L ——ODE00

Sekil 4.10. pH nin lireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

4.5.3. Havalandirmanin etkisi (Calkalanma etkisi)

Havalandirmanin etkisi inkiibatoriin ¢calkalanma hizinin 0, 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm

seklinde degistirilerek optimum rpm degeri saptanmistir. Yapilan ¢alismada en yiliksek

enzim {retimi i¢in gerekli ¢alkalama hizi 50 rpm olarak belirlenmistir (¢izelge 4.10,

sekil 4.11). Bu rpm’de enzim aktivitesi 7,1 U/mL olarak saptanmistir. Kontrol (6,6

U/mL) ile kiyaslandiginda %7,5 oraninda verim artig1 saptanmaistir.
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Cizelge 4.13. Calkalanmanin {ireme ve lipaz iiretimi lizerine etkileri

Calkalamamin Etkisi (rpm)

Calkalanma Ureme Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
Etkisi (rpm) (ODe00) (U/ mL) (%)
0 0.9 6,3 95
50 1,2 7,1 107,5
100 1,3 6,0 90
150 (Kontrol) 1,6 6,6 100
200 1,7 6,3 95
250 1,6 5,0 75
8 1,8
=7 1.6
‘5 6 1.4 =
E 5 1,2 %
1
g’ 08 ¥
g3 0.6 E
g2 0.4 =
1 0,2
0 0
0 50 100 150 200 250

U mL == 0DE00

Sekil 4.11. Calkalamanin tireme ve lipaz {iretimi iizerine etkileri

4.5.4. Inokiilasyon miktarmin EtKkisi

Calismada bakteriler ODgoo’si 0,3 olan 6n inkiibasyon kiiltiiriinden %35, 6, 7, 8, 9 ve 10
olacak sekilde enzim iretim ortamina ekilmis ve optimum inokiilasyon miktar
saptanmistir. Yapilan ¢calismada maksimum enzim iiretiminin elde edildigi inokiilasyon

miktar1 %7 olarak belirlenmistir (cizelge 4.11, sekil 4.12). Enzim {iretimi bu rpm

degerinde kontrole gore %4,5 oraninda az bir artis gostermistir.
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Cizelge 4.14. Inokiilasyon miktarinin iireme ve lipaz iiretimi iizerine etkileri

Inokiilasyon | Ureme Enzim Bagil Aktivite
Miktan (ODe¢0o) Aktivitesi (%)
(%) (U/ mL)
5 (Kontrol) 1,6 6,6 100
6 1,5 5,6 85
7 1,5 6,9 104,5
8 1.4 5,6 85
9 1,3 5,5 83
10 1,2 4.4 66
8 1,8
; 16
1,4
_;'g- . 1,2 =
= T3
g a
z 08 L
E 2 04 B

-
=
3]

5 6 7 8 9 10
inokiilasyon Miktar (%) /ML

Sekil 4.12. Inokiilasyon miktarmin iireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

4.5.5. Inokiilasyon yasmin etkisi

Inokiilasyon yasmin enzim aktivitesi {izerine etkisinin arastirilmasi amaciyla
bakterilerin 18, 20 (kontrol), 24, 48 ve 72 saat seklindeki inokiiliim yaglar1 kullanilarak
optimum inokiilasyon yas1 saptanmistir. Yapilan c¢alismada maksimum enzim
iiretiminin elde edildigi inokiilasyon siiresi 24. saat olarak belirlenmistir (¢izelge 4.12,
sekil 4.13). Bu inokiilasyon siiresinde enzim tiretimi kontrole kiyasla %10 oraninda az

bir artig gostermistir.
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Cizelge 4.15. Inokiilasyon yasimin iireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

Inokiilasyon | Ureme | Enzim Aktivitesi | Bagil Aktivite
Yasi (saat) (ODs00) (U/mL) (%)
18 1,3 4,8 72
20 (Kontrol) 1,6 6,6 100
24 1,7 7,3 110
48 1,1 6,2 93
72 0.9 3,6 55

8 1,8

7 1,6
= 1,4
E° =
=) 1,2 g
= Z
£, e
= 08 @
x T E
= 3 o6 2
E =]
5 2
= 0,4

1 0,2

0 0

18 20 (Kontrol) 24 a8 72

Siire (saat)

s U/mL == 0OD600

Sekil 4.13. Inokiilasyon yasinin {ireme ve lipaz iiretimi {izerine etkileri

4.6. Maksimum Lipaz Uretimi I¢cin Modifiye Ortamin Belirlenmesi

En yiiksek lipaz iiretiminin saptandigi karbon, azot ve metal iyonlar1 seklinde besinsel
faktorler ve ayn1 zamanda sicaklik, pH, havalandirma, inokiilasyon yasi, inokiilasyon
miktar1 gibi fiziksel faktorler bir araya getirilerek yeni bir modifiye ortam
olusturulmustur. Bu ortamda enzim veriminin arttirilmasi yoluna gidilmistir.

Karbon kaynagi olarak %1sukroz, azot kaynagi olarak %1 (NH4)2HPO4 ve metal iyonu
olarak %0,055 CaCl; kullanilarak, inokiilasyon yasi1 24 saat olan kiiltiirden %7 oraninda
asillanma yapilmis ve iiretim 45°C, pH 7.0, 50 rpm’de 48 saat boyunca yapilmistir
(Cizelge 4.13). Yapilan ¢alisma sonucunda modifiye ortamda enzim aktivitesi 10 U/mL

olarak saptanmistir. Bu ortamdan elde edilen deger kontrol (6,6 U/mL) ile
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kiyaslandiginda %351,5 oraninda bir enzim verimi elde edilmistir (Cizelge 4.13).

Uremede de az bir artis saptanmustir.

Cizelge 4.16. Kontrol ortami ile modifiye ortamda iireme ve lipaz enzim tiretim
kapasitesinin karsilastirilmasi

Kontrol Enzim Ureme Modifiye Enzim  Ureme
Ortam Aktivitesi Ortam Aktivitesi
(Kun;%l;) ¥ ark. (U/mL) (ODsoo) (U/mL) | (ODsoo)
%1 Zeytinyagi %1 Sukroz
%0,5 Pepton + %1
%0,5 Yeast (NH4)2HPO4
Ekstrakt
%0,05 NaCl+ 6,6 1,6 %0,055 CaCl, 10 1,9
%0,005 CaCl,
37°C 45°C
pH 7.0 pH 7.0
150 rpm 50 rpm
%5 Asilama %7 Asilama
On Inkiibasyon On Inkiibasyon
18 Saat 24 Saat

4.7. Lipaz Enziminin Kismi Saflastiriimasi

Enzimin kismi olarak saflastirilmasi i¢in ATA179 susu (3.2.5)’te belirtigi gibi
iiretilmigtir. Uretim sonras1 kiiltiir ortam1 +4’de sogutmali santrifiijde 5000 rpm’de
santrifiijlenmis ve siipernatant ham enzim ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Ham enzim
¢Ozeltisi sirastyla amonyum siilfat ¢coktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemlerinden
gecirilerek enzim kismi olarak saflastirilmistir. Saflagtirma adimlarinda elde edilen
fraksiyonlarin aktivite ve protein tayinleri standart kosullar altinda gergeklestirilmistir.

Saflik SDS-PAGE ile kontrol edilmistir.

Kismi saflastirma basamaginda ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulanmistir.
Bunun i¢in ham enzim c¢ozeltisi %20, %40, %70 ve %80 konsantrasyonlarindaki
amonyum siilfat varliginda ¢oktiirmeleri yapilmistir. Enzimin en iyi ¢oktiigii amonyum

stilfat konsantrasyonu %70 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.14).
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Cizelge 4.17.Farkli konsantrasyonlarda amonyum stilfat ¢oktiirmesi

Fraksiyonlar (%) Enzim Aktivitesi (U/mL)
20 8,6
40 9,7
70 12,5
80 9.7

Kismi saflastirmada ikinci olarak %70’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen
pellet 50 mM Tris-HCI (pH 7.0) tamponunda ¢6ziilmiis ve diyaliz tlipline konarak bir
gece boyunca ayni tamponya karsi, +4°C de diyaliz edilmistir. Amonyum siilfat
tuzlariin ortamdan tamamen uzaklasip uzaklasmadigini belirlemesi 3.6.2’de belirtildigi
sekilde yapilmistir. Diyalizat ultra filtrasyon (MW cut-off 30,000 ve 10,000) tiip ile
santrifiij edilerek konsantre edilmis ve enzim 7,2 kez saflagtirilmistir. Kismi olarak
saflastirilan enzim daha sonra karakterize edilmistir.

Saflagtirma basamaklari ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.15°de verilmistir.

Cizelge 4.18.Lipaz enziminin saflastirma basamaklari

Saflagtirma Hacim | Toplam Toplam Spesifik Verim' Saflik?
Basamagi (mL) Protein Aktivite Aktivite (%) (Kez)
(mg) U) (U/mg)
Ham enzim 100 130 660 5,07 100 1
Amonyum siilfat 16 15,6 200 12,8 30 2,5
¢Oktiirmesi (%70)
Diyaliz 14 6,72 147 21,8 22 4,29
Ultrafiltrasyon 4 1,04 38 36,5 5,7 7,2

Verim, toplam aktivite {izerinden hesaplanmustir.

2Saflik, spesifik aktivite iizerinden hesaplanmustr.
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4.8. Kismi olarak saflastirilan Lipaz Enziminin Karakterizasyonu

Kismi saf enzim cozeltisi iizerine sicaklik, sicaklik stabilitesi, pH ve pH stabilitesi ile
farkli metal iyonlarinin etkilerine bakilmistir. Ayrica kismi olarak saflagtirilan enzimin
molekiil agirligr jel elektroforez yontemi (Laemmli 1974) ile tayin edilmistir. Enzimin

K ve Vimax degerleri de saptanmustir.

4.8.1. Sicaklik ve sicaklik stabilitesinin etkisi

Enzim tlizerine sicaklik derecelerinin etkilerini belirlemek tizere 35, 37, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70 ve 80 °C’lerde aktivite tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol olarak
kullanilan 37 °C sicaklik derecesindeki sonug %100 kabul edilerek, aktivite degerleri %
bagil aktivite olarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore enzimin 55°C° de
maksimum aktivite gosterdigi saptanmistir (¢izelge 4.16 ve sekil 4.14). Kismi olarak
saflastirilan enzimin aktivitesi ham enzime gore %75 artmistir. Sicakligin her 5 derece
arttirtlmasi ile aktivite degerleri de artmigtir. 65 °C’ de enzim aktivitesi %40 oraninda

da elde edilmistir.

Cizelge 4.19. Sicakligin lipaz aktivitesi lizerine etkisi

Sicakhik Bagil Aktivite
O (Y0)

35 80

37 100
(Kontrol)

40 106

45 118

50 125

55 175

60 145
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Cizelge 4.20. Sicakligin lipaz aktivitesi lizerine etkisi (Devam)

65 140
70 128
80 110

Bajil Aktivite (%)
H
)
55
/

Sicakhk (*C)

Sekil 4.14. Sicakligin lipaz aktivitesi lizerine etkisi

Enzimin maksimum aktivite gosterdigi 55°C’de enzimin stabilitesine bakilmis ve enzim
¢Ozeltisi su banyosunda 40, 50, 60, 70 ve 120 dakika siire ile tutulmustur. Elde edilen
sonuglara gore kismi saf enzimin 50. dakikaya kadar aktivitesini korudugu saptanmistir

(¢izelge 4.17). Siirenin artmast ile enzim aktivitesinde diisiis gézlenmistir (sekil 4.15).

Cizelge 4.21. Sicaklik stabilitesinin lipaz aktivitesi lizerine etkisi

55°C Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 98
50 95
60 68
70 60
120 37
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Sekil 4.15. Sicaklik stabilitesinin lipaz aktivitesi {izerine etkisi

4.8.2. pH ve pH stabilitesinin etkisi

Lipaz enziminin optimum pH degerlerini belirlemek amaciyla enzim 4.0- 10.0 arasi
pH’larda hazirlanan substrat ¢ozeltilerinde aktivite tayini yapilmistir. Yapilan ¢caligmalar
sirasinda pH 7.0’de elde edilen sonuglar kontrol olarak kabul edilmis ve diger sonuglar
buna gore % bagil aktivite olarak hesaplanmustir. Cizelge 4.18 ve Sekil 4.16°da de
goriildiigii gibi enzimin optimum pH degerinin 6.0 oldugu saptanmistir. Enzim bu pH
degerinde %89’luk bir aktivite artis1 gostermistir. En diisiik pH olan 4.0’de de enzim
aktivitesinde %?28’lik bir artis elde edilmistir. Enzimin asidik ortamdan yiiksek

aktiviteye sahip oldugu saptanirken, alkali ortamda aktivitede diisiisler gézlenmistir.

Cizelge 4.22. pH’nin lipaz aktivitesi iizerine etkisi

pH Bagil
Aktivite (%)

4.0 128

5.0 159

6.0 189

7.0 100

(Kontrol)
8.0 95
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Cizelge 4.23. pH’nin lipaz aktivitesi iizerine etkisi (Devam)
9.0 81
10 53

Bagil Aktivite (%)

.pH
Sekil 4.16. pH’ nin lipaz aktivitesi {izerine etkisi

Lipaz enziminin pH stabilitesini belirlemek amaciyla enzim pH 6.0’da 120 dakika
boyunca inkiibe edilmistir. Enzim 60 dakika boyunca aktivitesini korurken, siirenin
artmasi ile 120 dakika sonunda %44 oraninda kayip oldugunu saptanmistir (¢izelge
4.19, Sekil 4.17).

Cizelge 4.24. pH stabilitesinin lipaz enzimi iizerine etkisi

pH 6.0 Bagil Aktivite
(Dakika) (%)
30 (Kontrol) 100
40 98
50 98
60 94
70 57
120 44
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Sekil 4.17. pH stabilitesinin lipaz aktivitesi lizerine etkisi

4.8.3. Enzim aktivitesi iizerine potansiyel bilesiklerin etkisi

Enzim aktivitesi lizerine metal iyonlarinin, tuzlarin ve rediikleyici bilesiklerin etkisini
tespit etmek ilizere enzim 1 ve 5 mM MnSOs, MgSOs, FeSO4, ZnSO4, CuSO4, CaCly,
LiSO4, BaCly, NaCl, KCI, SDS, EDTA, Triton X-100 ve Tween 20 gibi farkl
bilesenlerle inkiibe edilmistir. Hi¢bir potansiyel bilesik bulunmayan substrat ¢ozeltisi ile
elde edilen aktivite kontrol olarak kullanilmis ve elde edilen degerler buna goére %
olarak hesaplanmistir (¢izelge 4.20).

1 mM konsantrasyonundaki potansiyel bilesikleri varliginda enzim aktivitesinin 5 mM’a
gore daha fazla arttirtig1 tespit edilmistir. Bununla beraber CaClo, MnSO4 ve BaCl»
iyonlariin enzim aktivitesi tizerine etkili bir sekilde aktivator etki yaptigi, bu metalleri
FeSO4, LiSOs4 ve ZnSOs izlerken, diger metal iyonlarinin inhibitdr etki yaptigi
saptanmistir. Noniyonik bir deterjan olan Tween 20 ve noniyonik bir siirfektan olan
Triton X-100 varhiginda da enzim aktivitesinde artis olmustur. Ancak anyonik bir
deterjan olan SDS ve selatlayici ajan olan EDTA ise enzim aktivitesini inhibe etmistir

(cizelge 4.20).
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Cizelge 4.25. Potansiyel bilesiklerin enzim aktivitesine etkileri

Potansiyel Bagil aktivite
bilesiklerin (%)
1ImM SmM
Kontrol (potansiyel 100 100
bilesik yok)
MnSOg4 171 147
MgSO4 &3 65
FeSO4 157 131
ZnSOq4 139 113
CuSOg4 74 148
CaCl; 186 175
LiSO4 153 138
BaCl, 161 145
NaCl 93 75
KCl1 91 65
SDS 87 57
EDTA 79 71
Tween 20 136 124
Tripton X-100 127 117
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Sekil 4.18. Potansiyel bilesiklerin enzim aktivitesine etkileri
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4.8.4. Enzim Aktivitesi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Lipaz aktivitesi lizerine substratin konsantrasyonunun etkisi saptamak amaciyla 0,1-1,2
mM arasindaki konsantrasyonlarda tribiitirin optimum sicaklik ve pH’da (37 °C ve pH
7.0) belirlenen inkiibasyon siiresinde ortama ilave edilerek enzim aktivitesi standart

deney kosullarinda Sl¢iilmiistiir (¢izelge 4.21).

Cizelge 4.26. Lipaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi

Substrat Konsantrasyonu Enzim
(mM) Aktivitesi
(U/mL)
0,1 9,1
0,2 13
0,4 14,1
0,5 15,1
0,6 15,6
0,8 16
0,9 16,1
1,0 16,4
1,2 16,5

Substrat konsantrasyonunun %0,1’den itibaren bir oranda artirilmast ile enzim
aktivitesinin kademeli olarak arttig1 goriildii. Lipazin maksimum hizint (Vmax) ve
Michaelis-Menten sabitesini (Kn) saptamak i¢in, 1/V’ye kars1 1/[S] olarak Lineweaver-
Burk y = ax + b dogru grafiginden yararlanildi. Lineweaver-Burk grafigi, 1/V’ye kars1
1/[S] olarak ¢izildi (sekil 4.19). Bu grafikten elde edilen dogrunun denklemi ise, y =
0,0062x+0,0547 olarak, tamamlayicilik katsayis1 (R?) ise R2 = 0.9996 bulundu.
Denklemde dogrunun dikey ekseni kestigi nokta 1/Vmax = 0,055 degerini verdiginden,

Vimax degeri 18,28 U/mL olarak hesaplandi, K degeri 0,11 mM olarak bulundu.
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Sekil 4.19. Lipaz aktivitesi lizerine substrat konsantrasyonunun etkisi (Lineweaver-
Burk grafigi ve Michaelis-Menten Grafigi).

4.8.5. Enzimin molekiiler agirh@inin tespiti

Kismi olarak saflastirilan enzim 6rneginin molekiiler agirligini belirlemek amaciyla,
elektroforez jeline enzim 6rnegi yaninda molekiiler agirliklar: bilinen standart protein
coOzeltisi de uygulanmis ve elektroforez islemi sonucunda olusan bantlarin (sekil 4.20)
Rf degerlerinden yararlanilarak asagida verilen formiile gére enzim ve standart protein

cozeltisinin goreceli hareketlilik degerleri hesaplanmustir.

Proteinin aldig: yol (cm)

Rf=

izleme boyasinmn aldig1 yol (cm)

Molekiiler agirliklar1 bilinen standart proteinlerin goéreceli hareketlilik degerleri ve
molekiil agirliklan ile bir standart egri elde edilmistir (sekil 4.20). Elde edilen grafigin
analizi yapilarak, 6rnegin molekiiler agirligl saptanmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
diyalizat ve ultrafiltrasyonu sonucunda adim adim kismi olarak saflastirilan enzim
orneginin molekil agirhiginin ayni oldugu, sekil 4.20°da goriildiigii gibi tek bir bant
halinde bir sirada yerlestigi saptanmistir. Koyu bant halinde goriilen enzimin molekiiler

agirliginin yaklasik olarak 47 kDa oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.20. SDS-PAGE sonrasi elde edilen jelde protein bant goriiniimii

4.9. Ham Enzimin Depolanma Stabilitesinin Belirlenmesi

Ham enzimin depolanma sicakligini saptamak iizere bakteriden iiretilen ham enzimin
aktivitesi tayin edildikten sonra enzim ornekleri 50 mL olacak sekilde oda sicakliginda
(RT), +4 °C’ de ve -20 °C’ de olmak {iizere 3 ayr1 gruba ayrilmis ve her 15 giinde bir
aktivitelerine bakilarak depolama stabilitesi belirlenmistir. Yapilan ¢alismada oda
sicakliginda (RT) ve +4°C’de 60 giin sonra enzimin aktivitesi hemen hemen
korunurken, bu siire -20 °C’de 75 giine kadar bulunmustur. Siirenin artmasi ile enzim
aktivitesinde diisiisler gozlenmistir. En iyl korunmanin -20 °C’de oldugu saptanmis ve
105 giinde sadece %81 oraninda aktivite korunmustur. En fazla kayip ise oda

sicakligindaki depolamada olmustur (¢izelge 4.22 ve sekil 4.21).
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Cizelge 4.27. Ham enzimin depolanma stabilitesi

Oda Sicakh@
+4°C -20°C
g~ (RT)
£ 5
ﬁ g Bagil Aktivite Bagil Aktivite Bagil Aktivite
(%) (%) (%)
0 100 100 100
15 100 100 100
30 98 95 100
45 93 95 100
60 90 95 100
75 78 84 95
90 63 77 84
105 32 57 81
120
100 7 __,L L x -
2 s0
§ 60
=
~ 40
20
0
15 30 a5 60 75 a0 105
Zaman (Giin)
—8—RT (°C) (+4°C) (-20°C)

Sekil 4.21. Farkli sicaklikta ham enzimin depolanma stabilitesi

4.9. Lipaz nziminin Deterjan Endiistrisinde Kullanim Potansiyelinin

Belirlenmesi

81




4.9.1. Lipazmn siirfektan ve oksitleyici ajan varhginda stabilitesi

Liyofilize edilmis lipazin aktivitesine deterjan katki maddelerinin etkisinin incelenmesi
amaciyla %1 ve %5 konsantrasyonlarda olacak sekilde Triton X-100, EDTA, SDS ve
H>0; ilave edilerek, 100 rpm, 55 ve 65°C kosullarinda 1 saat siiresince lipaz enzimi bu
deterjan katk1 maddeleri ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda lipaz enziminin
aktiviteleri Olclilmiistiir. Lipaz aktivitelerindeki degisim, baslangi¢ aktivitelerine gore
hesaplanarak bagil aktivite (%) olarak verilmistir ¢izelge 4.23)

Yapilan calismalar sonucunda enzimin baglangi¢ aktivitesine gore; 65°C’de %5 SDS
iceren ortamda enzim aktivitesinin %22 oraninda arttig1 goriilmiistiir. 55 ve 65 °C’lerde
denenen tiim katki maddeleri varliginda enzim aktivitesini korumustur. Enzimin katki
maddeleri varligindan etkilenmedigi sonucuna ulasilmistir. Hatta enzimin bu katki

maddeleri varliginda aktivitesinin az da olsa arttig1 saptanmustir.

Cizelge 4.28. Liyofilize edilmis lipaz enzimi aktivitesine farkli sicaklik ve farkli ve
farkli konsantrasyonlardaki deterjan katkilarinin etkisi

55°C’de Bagil Aktivite 65°C’de Bagil Aktivite
Deterjan Katki (%) (%)
Maddesi %1 %5 %1 %5
SDS 100 108 113 122
Triton X-100 111 103 113 116
H>0, 113 103 108 106
EDTA 103 113 113 113

Baglangic¢ aktivitesi %100 ‘diir.

4.10. Kirletilmis Kumaslara Lipaz Uygulanmasi

Liyofilize lipaz enziminin zeytinyagi ve gress yagi ile kirletilmis kumaslardaki (sekil
4.22) etkisini saptamak iizere olusturulan deney seti sonucunda, islem uygulanmamis
kumas Ornekleri standart kabul edilerek enzim ve deterjan uygulamalari sonrasi
meydana gelen beyazlik derecesindeki degisimler renk Ol¢iim spektrofotometresi
kullanilarak  Olgiilmiistiir. Standart ve numuneye ait “Beyazlik” indeksileri

karsilagtirilmistir.
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Sekil 4.22. A) Kirletilmemis kumas, B) Zeytinyag1 ve Gres yagi ile kirletilmis kumaglar

Calisma sonucu elde edilen veriler ¢izelge 4.23°de verilmistir. Hicbir islem
uygulanmamig kumastan elde edilen beyazlik indeksi degeri (83,3) standart olarak
alimmisg ve sonuglar buna gore degerlendirilmistir. Kumas gres yagi (sekil 4.23) ve
zeytinyag1 (sekil 2.24) ile kirletildikten sonra yapilan 6l¢iim ile lipaz uygulandiktan
sonra yapilan Ol¢limlerle kiyaslandigindan %41-42 oraninda beyazlik indisi
saptanmistir. Bu da lipaz enziminin etkili oldugunu gostermistir. Lipaz enzimi kati
deterjanlardan daha ¢ok sivi deterjanlarla birlikte uygulandiginda etkili oldugu
saptanmistir. Gerek kati gerekse sivi deterjanlar tek baslarma uygulandiginda elde
edilen beyazlik indisideki artis enzim ile birlikte kullandiginda da artmistir. Her iki
kirletici igin en iyi etki S1+lipaz uygulanmasinda elde edilmistir (sekil 4.23, sekil 2.24).
Diger yandan enzim, bazi deterjanlarin ve bazi deterjan+enzim uygulamalarindan elde

edilen beyazlik indisi standart indise gore de artis gostermistir.
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Cizelge 4.29. Farkli kirleticiler elde edilen liyofilize lipaz enziminin uygulandigi

kumaslarda beyazlik indeksi 6l¢timleri

Beyazhk indeksi Beyazlhik indeksi
Gres yag1 Zeytin yag1 Gres yag1 Zeytin yag1
Standart (islem Standart (islem
uygulanmamig 83,3 83,3 uygulanmamis 83,3 83,3
kumas) kumas)
Kontrol Kontrol
(Kirletilmis 65,4 66,6 (Kirletilmis 65,4 66,6
kumas) kumas)
Lipaz 92,9 94,0 Lipaz 92,9 94,0
Kati Det S.l VIl
Deterjanlar Beyazhk indeksi eterjaniar Beyazhk indeksi
102,8 87,8 S1 114,5 128,5
K1
K1 + Lipaz 107,9 100,0 S1 + Lipaz 126,0 131
K2 1113 110, S2 67,7 78
K2 + Lipaz 91,9 100 S2 + Lipaz 73,0 88
K3 96,0 112 S3 74,1 70
K3 + Lipaz 85,2 103,6 S3 + lipaz 77,3 73
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Sekil 4.23. Gres yagi ile kirletilmis kumaglara farkli deterjan, deterjan+enzim
uygulamasi sonrasi elde edilen beyazlik indeksi degerlerinin karsilastiriimasi.
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Sekil 4.24. Zeytinyag ile kirletilmis kumaglara farkli deterjan, deterjan+enzim
uygulamasi sonrasi elde edilen beyazlik indeksi degerlerinin karsilastiriimasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Hiicresel yapilar i¢in 6nemli metabolik gorevleri olan enzimler c¢esitli amaclarla
kullanilmak iizere giindelik ve ekonomik hayata girmistir. Endistrinin hemen her
alaninda kullanilan enzimler genellikle mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Cilinkii
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel ve hayvansal enzimlere gore katalitik
aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, istenmeyen yan iiriin olusturmamalari, daha stabil ve
ucuz olmalar1 ve fazla miktarda elde edilebilmeleri gibi avantajlar1 vardir. Endiistriyel
alanda kullanilan enzimler ¢ok ¢esitli biyolojik kaynaklardan iiretilmektedirler (Anonim
2014). Giinlimiizde biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ile tiretilen ticari 6neme sahip
triinlerin basinda enzimler gelmektedir. Endiistriyel enzimlerle ilgili yapilan
arastirmalar {iriinlerin kullanim alanlarinin ¢esitliligi ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek
olmasi nedeniyle 6nem kazanmustir. Lipazlar endiistride genis uygulama alani bulan
biyokatalizorlerdir. Bu enzimler mantar, maya, bakteri, hayvan ve bitki kaynakl
olabilir. Lipaz iiretimine yonelik caligmalar ge¢misten giiniimiize devam etmekle
birlikte yeni gelistirilecek tekniklerle iiretimin arttirilmasina yonelik yeni arastirmalara
ihtiya¢c vardir. Her bir endiistriyel uygulama spesifik Ozellikte enzimlere ihtiyag
duydugu i¢in spesifik oOzellikte lipaz {lireten mikroorganizmalarin belirlenmesi
gerekmektedir. Ozellikle mikroorganizmalarin lipaz iiretim kapasitelerinin gelistirilmesi
icin optimal ortam kosullarinin ve iiretimi arttirict1 etki eden ¢esitli faktorlerin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir (Giil 2013).

Lipazlarm kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Gida, deterjan ve farmasotik endiistrisinde
genis bir kullanim alanina sahiptirler (Houde ve ark. 2004). Ayrica, yiiksek secicilik
avantajina sahip olan lipazlar polifenol ve poliester gibi polimerlerin sentezini
katalizlemek i¢in kullanilirlar. Coklu reaktif gruplara sahip yapisal olarak karmasik
monomerler, farkli kaynaklardan elde edilen ticari lipazlar kullanilarak yiiksek verimle
polimerlestirilirler. Lipazlar, 6zellikle deterjan sanayiinde biiylik 6nem tasimaktadirlar
ve ticari mutfaklardaki yag filtrelerindeki yaglarim uzaklastirilmasi, borularin
yiizeyindeki yaglarin temizlenmesinde kullanilmaktadir. Lipitlerin ve sivi yaglarin
serbeste yag asitlerine ve gliserole hidrolizinde 250°C lik bir 1s1 ve 60 barlik bir basing
kullanilmakta bu ise maliyeti artirmaktadir. Bunu yerine son yillarda maliyeti diisiik

oldugu i¢in mikrobiyal lipazlar kullanilmaktadir (Svendsen 2000).
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Bu caligmada dogal kaynaklarimiz olan toprak orneklerinden izole edilen Bacillus sp.
suslarindan lipaz enzimi iiretim kapasiteleri kalitatif olarak taranmis ve 341 Bacillus sp.
suslarindan 141 Bacillus sp. susunun lipaz potansiyeli belirlenmistir. Bunlar i¢inde en
yiiksek lipaz iiretimine EI 2 ve 16 mm zon ¢ap1 ile Konya ilinden izole edilen Bacillus
sp. susu 16S rRNA dizi analizi ile tiir diizeyinde tespit edilmis ve Bacillus cereus
ATA179 olarak adlandirilmigtir. Bu bakterinin en iyi gelistigi besiyeri saptanmis ve bu
besiyerinin besinsel ve fiziksel optimizasyonu sonucu yeni bir modifiye ortam
gelistirilmistir. Enzim kismi saflagtirilarak karakterize edilmistir. Ayrica enzimin

deterjan sanayiinde potansiyel giicii arastirilmigtir.

Lipaz enzim {retiminin tesvik edilmesi, bakterinin bulundugu ortamdaki besi
maddelerine bagli oldugundan farkli igerikli 3 besiyeri kullanilmis ve en iyi enzim
tiretimi Kumar ve ark. (2005) tarafindan Onerilen besiyerinde elde edilmistir. Bu
besiyerinde enzim iiretimi 48. saatte 6,6 U/mL olarak saptanmustir. Ureme ise 40. saatte
elde edilmistir.

Calismamizda, iyi enzim Uretim ortami olarak belirledigimiz besiyeri 3’te, bakterinin
lireme zaman aralig1 genis tutulmustur. En iyi zon gosteren Bacillus cereus ATA179’in
maksimum enzim {retim zamani ve bakterinin iremesini belirlemek amaci ile 16., 24.,
48., ve 72. saatlerde enzim aktivite ve O.D. tayinleri yapilmistir. Caligma sonucunda
Bacillus cereus’ATA179’in iireme grafigi incelendiginde maksimum enzim iiretiminin
logaritma fazin oldugu ve bu fazin sonuna kadar aktiviteyi korudugu saptanmaistir.
Bakterinin maksimum enzim iiretiminin 48. saatte 6,6 U/mL olarak gerceklestigi ve bu
aktivitenin 48. saatten sonra diigmeye gozlenmistir. En yliksek tireme O.D’si ise 40.
saatte 1,6 olarak belirlenmistir. Maksimum enzim iiretiminin duragan fazda oldugu

saptanmistir. Enzim iiretiminin ve bakteri iremesinin paralel olmadigi belirlenmistir.

Dogadan lipaz enzimin izolasyonu bir¢ok aragtirmaci tarafindan baska dogal kaynaklari

kullanilarak arastirilmistir.

Veerapagu ve ark. (2014) izole ettigin 200 bakteriyel lipazdan 32’sinin yiiksek lipolitik
aktivite (> 50 mm), 10’unun orta lipolitik aktivite (25 ila 50 mm'nin altinda), 53 niin
diistik lipolitik aktivite (<25 mm) ve 5 tanesinin lipolitik gostermedigini kalitatif olarak

gostermistir. Diger yanda Bhosale ve ark. (2016) yaptigin bir ¢alisma, Hindistan'in ¢l
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bolgelerinde fakli topraklarindan izole edilen Bacillus sonorensis 4R tribiitirin agar
kullanilarak hidrolitik zon tespit edilmis ve en iyi hidrolitik zon 28 mm bulunmustur.
Bu bakteri Broth besiyerinde 80°C’de 4 giin inkiibasyon sonra enzim iiremesi 51,33

U/mL olarak elde edilmistir.

Sharma ve ark. (2017) Bacillus methylotrophicus PS3 ile lipaz iiretimini 24 saatlik
37°C'de inkiibasyon sonrasi saptamislardir. Enzim tribiitirin ortamda 13,61 mm
hidrolitik zon gdstermislerdi. Maksimum enzimi tiretimde %10 inokiilasyon miktar1 60
saatten sonra (127,31 U/mL) bulunmustur. Gupta ve arka. (2004) yapilan ¢aligmalarda
lipaz enzim iiretimlerinin farkli saatlerde elde edildigi rapor edilmistir. Bacillus sp.
RSJ1°’den 12. saatte (Sharma ve ark. 2002), B. thermocatenulatus’den 16. Saatte
(Schmidt-Dannert ve ark. 1997) maksimum lipaz iiretimi elde edilirken, Bacillus
sp.’den, B. cereus ve B. coagulans’ta 72 saatte maksimum lipaz liretimi (Hanna ve
Sarkar ve ark. 1998, Layla 1997), Pseudomonas spp, P. fragi ve P. fluorescens BW
96CC’den 96. aatte elde edilmistir (Dong ve ark. 1999, Pabai ve ark. 1996).

Maya ve Diana (2011), yaptig1 ¢alismada fermantasyon kosulu optimizasyonunun bir
sonucu olarak G. stearothermophilus 5 ‘den 24 saat sonra 176,6 U/mL hiicre dist
maksimum lipaz aktivitesi saptamistir (Berekaa ve ark. 2009). B. coagulans hiicreleri ile
maksimum lipaz verimi, 0,2 U/mL olarak bulunmustur (Kumar ve Valsa 2007). 48 saat
inkiibasyondan sonra, B. licheniformis MTCC 6824 13,6 U/mL lipaz (pNP palmitat)
elde edilmistir (Chakraborty ve Raj 2008). G. thermoleovorans CCR11, 6000 U/mL
lipaz aktivitesi (pNP laurate) saptanmistir (Castro-Ochoa 2005).

Hanna ve Layla (1997) B. cereus ve B. coagulans bakterilerdinden lipaz iiretimini 3
giinde maksimum olarak iiremenin logaritmik fazin sonunda elde etmislerdir. Uretim
ortam1 igerigi enzim iiretimi iizerinde arttirici bir etkiye sahiptir (Gulati ve ark. 2007).
Kiiltiir ortaminin igerigi ve fermantasyon kosullar1 enzim tretimini etkileyen onemli
faktorlerdir. Kiiltiir ortami 6zellikle karbon ve azot kaynaklar1 bakterilerde enzim
indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynar ve enzim iretimi iizerinde c¢arpicit bir etkiye
sahiptir (Elibol ve Ozer 2001). Lipaz aktivitesinin ekspresyonu i¢in ana faktdr her
zaman lipazlar uyarilabilir enzimler oldugundan ve bu nedenle genel olarak yag gibi bir
lipit kaynaginin varliginda veya triasilgliseroller, yag asitleri, hidrolize edilebilir

esterler, aralar, safra tuzlari ve gliserol gibi baska herhangi bir uyarici varliginda
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tiretildigi i¢in karbondur. Bununla birlikte, bunlarin {iretimi, sekerler, polisakaritler,
peynir alt1 suyu ve diger karmasik kaynaklar gibi diger karbon kaynaklarindan 6nemli
Olctlide etkilenmektedir. Karbon kaynaginin yani sira, ortamdaki azot kaynaginin tipi de

tiretim ortamindaki lipaz liretimi iizerine etki etmektedir.

Bu calismada da besinsel faktorler ele alinmis ve en iyi karbon kaynagi olarak sukroz
bulunmustur. Sukroz bulunan besiyerinde lipaz aktivitesinde ana susa gore %21 verim
artis1 elde edilmistir. En yiiksek enzim aktivitesinin inorganik azot kaynagi (NH4)HPO4
(diamonyum fosfat) olarak tespit edilmistir. Bu azot kaynag1 varliginda ATA179 susu
ana sus ile kiyaslandiginda %86 oraninda bir verim gostermistir. Organik azot kaynagi
olarak yeast ekstrakt varliginda ise %7 oraninda enzim verimi saglanmistir. Metal
iyonun etkisini saptamak iizere yapilan ¢alismalarda kontrol ortaminda birlikte bulunan
CaCl; ve NaCl ayr1 ayr1 denemeye alinmis, ancak enzim tiretiminde CaCl, tek basina
kullanildiginda verimli bir etkiye sahip oldugunu saptanmis ve bu susta ana susa gore
%21 oraninda enzim iiretimi saptamistir. Denemeye almman azot kaynaklarindan
inorganik azot kaynaklari, KNO; harig, organik azot kaynaklarina gore daha etkili
oldugu ifade edilebilir. Yaptigimiz calismada inorganik azot kaynagi varliginda lipaz
tiretiminin fazla olmasinin nedeni, besi ortaminda bulunan diger bilesenlerle amonyum

tuzlarmin pozitif etkilesime girdigi diisiiniilebilir.

Fermantasyon kosullarinin etkisine bakildiginda en iyi enzim verimi i¢in sicaklik 45°C
olarak saptanmistir ve ana susa gore enzim tretimi %30 artis géstermistir. Optimum pH
degeri 7.0 olarak bulunmus ve alkali pH’da enzim iiretiminin oldukca distiigi
belirlenmistir. Enzim nétral karakterde oldugu tespit edilmis ve ana susa gore hi¢ verim
artis1 saptamistir. Havalandirma etkisi ise 50 rpm calkalama hizinda en iyi enzim
verimini gdstermis ve ana susa gore %7,5 verim artisi saptanmustir. Inokiilasyon
miktarinin artmasinin enzim verimi izerinde etkili olmadigi saptanmis ve %7
kullanildiginda en iyi enzim {retimimi saglamistir. %7 inokiilasyon bakildiginda ana
susa gore %4,5 verim artis1 gostermistir. Yapilan calismada maksimum enzim
iretiminin elde edildigi inokiilasyon siiresi 24. saat olarak belirlenmistir.  Bu
inokiilasyon siiresinde enzim aktivitesi kontrole kiyasla %10,6 oraninda az bir artig
gdstermistir. Inokiilasyon yasinin artmas ile iiremede ve enzim iiretiminde azalmalar

saptanmistir.
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Cesitli arastirmacilarda lipaz tiretimi iizerine besinsel ve fiziksel faktorlerin etkilerini
arastirmiglardir. Bu arastirmalar neticesinde birbirinden farkli sonuglar rapor

etmislerdir.

Lipaz iiretimi, %2 zeytinyag1 ve nisasta ile indiiklenmis, 24 saat sonra 37°C'de ve notr

pH'ta maksimum enzim elde edilmistir (Alkan ve ark. 2007).

Kumar ve ark. (2012) Bacillus MPTK 912 sp. tarafindan lipaz iiretiminde en 1iyi
kosullar; karbon kaynag: glikoz, azot kaynag1 pepton, metal iyonlar1 Fe? © ve Mg? ,
potansiyel bilesikler Triton X-100, Tween esterleri, pH 8.0 ve sicaklik 35°C olarak

saptanmistir.

Sirisha ve ark. (2010) lipaz iiretimi i¢in en iyi azot kayna8i olarak peptonu

bildirmislerdir.

Dong ve ark. (1999) baz1 bakteri tiirlerinde amonyum kloriir ve amonyum dihidrojen

fosfat gibi inorganik azot kaynaklarinin da etkili oldugunu rapor etmislerdir.

Behera ve ark. (2019) Staphylococcus hominis MTCC 8980 optimize edilmis pH,
sicaklik ve ¢alkalama hizi sirastyla 79, 33,1°C ve 178,4 rpm olarak bulmuslardir.

Bharathi (2018) Bacillus sp. ‘den maksimum lipaz {iretimini pH 6.0 ve 37°C’de elde
ederken, Larbidaouadi ve ark. (2015) pH 8.0 ve 40 C’de elde etmislerdir (1,5 U / ml).

Suci ve ark. (2018) Bacillus subtilis ile yaptiklar1 calismada lipaz iiretimi 84 saat
fermentasyon ile 30°C'de maksimuma ulagmistir (4,72 U/mL). Yeni bir modifiye ortam
olusturmuslar ve lipaz aktivitesi %5 asilama, %0,5 maya 0ziitii, %0,25 zeytinyagi ve 10

mM Ca’?* varliginda 4,96 U/mL olarak saptanmstir.

Bacha ve ark. (2016) S. aeurus’un lipaz iiretiminde en iyi karbon kaynagi olarak
ksilozu, azot kaynag1 olarak maya 6ziitii kullandigin1 rapor etmislerdir. Diger yandan B.
coagulans BTS3 sugsunun karbon kaynagi olarak hardal yag: varliginda ve azot kaynagi
olarak pepton ve maya ekstartt varliginda 55°C’de pH 8.5°da 48.saatte maksimum

enzim tretimini 1,16 U/mL ile bildirmislerdir (Kumar ve ark. 2005).
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Kumar ve ark. (2005) Bacillus coagulans BTS-3’den lipaz liretimi i¢in en uygun kosul
olarak pH 8.5, 55°C, 48 saat, karbon kaynagi olarak hardal yag ve azot kaynaklar
olarak bir pepton ve maya ekstrakti kombinasyonu saptanmis ve bu kosullarda enzim

aktivitesi 1,16 U/mL olarak tayine dilmistir.

Maya ve ark. (2011) karbon kaynagi olarak glukoz’un degisik etkilere sahip oldugu
rapor edilmistir. Glukoz, B. licheniformis H1, Bacillus sp. GK 8 ve SB-3 hiicreleri
(Dosanjh ve Kaur 2002, Bradoo ve ark. 1999, Horani 1996), G. stearothermophilus SB-
1 ve L1 (Ahn ve ark. 2003) ve diger bazi1 suslarin lipaz iiretimini uyarken; B.
alcalophilus B-M20 (Ghanem 2000), Bacillus megaterium AKG-1 (Sekhon ve ark.
2006), Bacillus. sp. susu L2 ve 42 (Shariff ve ark. 2007, Eltaweel ve ark. 2005), B.
subtilis (Mormeneo ve ark. 2008, Takac ve Marul 2008) ve G. thermoleovorans 1D1
(Lee ve ark.1999) suslarindan lipaz iiretimini inhibe ettigi saptanmistir. Gliserol de B.
subtilis ve G. stearothermophilus strain-5 hiicrelerinde (Sifour ve ark. 2010, Berekaa ve
ark. 2009, Lesuisse ve ark. 1993), lipaz iiretimini arttirmistir. Bazi durumlarda
trigliseritlerin hidroliz {irtinlerinin lipaz lretimini iizerine negatif etkileri de ortaya
cikmaktadir (Abada 2008, Horani 1996). Bacillus sp. ‘den elde edilen lipaz yaglar
tarafindan zayif bir sekilde indiiklenmistir, ancak ekspresyonu sekerler ve seker

alkolleri, 6zellikle galaktoz, laktoz, gliserol ve mannitol ile uyarilmistir (Gupta 2004).

El-Batal ve ark. (2016) Aspergillus niger tarafindan maksimum lipaz iiretimi 24°C'de,
pH 7.0'de ve 72 saat inkiibasyondan sonra gézlemlenmistir. Zeytinyagi ve maya 6ziitii
en etkili olarak bulunmustur. En iyi ¢alkalama degeri olarak ise 200 rpm saptanmustir.

Abbas ve ark. (2017) Bacillus subtilis PCSIR NL-38 susu ile yaptiklar1 ¢alismada ve
kolza tohumu yag1 varliginda statik kosullar altinda 96 saat te, 40°C'de, pH 7.0’de, en
iyi kaynaklar olarak glukoz ve inorganik azot NH4NO03 varliginda %7 inokulum miktari

ile liretim sonucunda maksimum lipaz tiretimi elde edilmistir (8,8 U/mL).
Begam ve ark. (2012), Iftikhar ve ark. (2003) inokiiliim miktarim1 %2,5 ve %3,0 olarak

rapor etmiglerdir. Sekhon ve ark. (2006) enzim firetim pH’s1 olarak 6.5-8.0 araligini

belirtirken, Begam ve ark. (2012) pH 6.0-9.0 araligin1 gostermislerdir.
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Duza ve Mastan (2014) Bacillus thuringiensis (TS11BP)’den en iyi lipaz {iretiminin pH
8.0’de, 45°C’de, %14 inokiim miktar1 ile 96 saatte oldugunu, karbon kaynagi olarak
dekstroz varhiginda 1,89 U/mL aktivite elde ederlerken ve azot kaynagi olarak Beef
extract varliginda 2,59 U/mL aktivite tayin etmislerdir. Pallavi ve ark. (2014) ise
Bacillus subtilis Y-IVI susu i¢in nisastanin ve peptonun en iyi kaynaklar oldugunu ifade

etmislerdir.

Mazhar ve ark. (2017) B. subtilis PCSIRNL-39’un lipaz iiretiminde elde etti§imiz
sonuca benzer olarak sukroz varliginda maksimum verim elde ederlerken, azot kaynagi
olarak peptonu en iyi olarak bulmuslardir. Ca** ve Mg?" 'nin enzim iiretimi iyi uyarici
etkisi oldugunu, en iyi sicaklik olarak 45°C ve pH olarak 7.0, %5 inokiiliim miktarinin
optimal olarak rapor etmislerdir. Pepton ve maya 0Oziitii gibi bazik organik azotlar,
tercihen lipaz i¢in azot kaynagi cesitli Bacillus sp. suslarinda 0rnegin; Bacillus susu
A30-1, B. alcalophilus, B. licheniformis susu HI1, farkli pseudomonas (viz.
pseudomonas sp., P. fragi, P. fluorescens BW 96CC) ve Staphylococcus haemolyticeus
(Lanser ve ark., 2002, Sharma ve ark., 2002, Oh ve ark. 1999, Ghanem ve ark. 2000)

tripton ve S. haemolyticus i¢in maya ekstresi kullanilmigtir.

Songs ve ark. (2001) Candida rugosa’dan optimum lipaz iirettimi i¢in azot kaynagi
olarak amonyum nitrat oldugunu bildirmistir. Markossian ve ark. (2000), B.
thermoleovoraus igin ise maya Oztiinii rapor etmislerdir. Niyonzima ve ark. (2013)
Bacillus flexus XJU-1tarafindan lipaz iiretim ortamini optimize etmek icin ¢alismalar
yapmis ve maksimum enzim iiretimini 36 saatte, 37°C’de, pH 11.0 ‘de, %2 inokiilim
miktarinda, en iyi karbon kaynagi olarak rafine pamuk tohumu yagi ve en iyi azot

kaynagi olarak maya 6ziitii kullandiklarinda elde etmislerdir.

Farkli Bacillus tiirlerinde yapilan ¢alismalarda optimum tiretim pH’s1 7.5-10.6 (Bora ve
Bora 2012, Tambekar ve Dhundale 2012), sicaklik olarak ise 50 derecenin iizerinde
enzim iiretimin olmadigi, diisiik sicakliklarda lipaz iiretimin optimal oldugu rapor
edilmistir. Achamma ve ark. (2003) Bacillus licheniformis MTCC’de, Chakraborty ve
Raj (2008) ve Bacillus tequilensis NRRL B41771 (Bonala ve Mangamoori 2012)

optimal lipaz iiretimi i¢in %1 asilama miktar1 bildirilmistir. Buna karsin Bacillus
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pumilus'un maksimum lipaz tliretimi %10 daha yliksek bir agilama miktar1 saptanmistir

(Heravi ve ark. 2008).

Niyonzima ve ark. (2013) belirgin bir molekiiler agirhiga sahip SDS-PAGE 16.1 kDa.
Bazi durumlarda, optimum lipaz iiretimi i¢in metal iyonlar1 da gerekmektedir (Maya ve
ark. 2011). Bacillus sp. besi ortamimda Demir iyonlarinin da ilave edilmesi gerekli
oldugu gosterilmistir (Eltaweel ve ark. 2005). Buna karsilik, Bacillus sp. L2 lipaz Mg**
iyonlar1 tarafindan tamamen inhibe edilirken, Ca?* ve Fe** ilavesi yiiksek lipaz aktivitesi
ile sonuclanmistir (Shariff ve ark. 2007). 0.5 konsantrasyondaki sodyum iyonlari
Bacillus koagulanlarinda lipaz tiretimini uyarmistir (Kumar ve Valsa 2007).

Bacillus sp. THL027 (Dharmsthiti ve Luchai 1999), Geobacillus sp. Tp10A.1 (Sunna ve
ark. 2002), G. thermoleovorans suglari (DeFlaun ve ark. 2007, Markossian ve ark.
2000), B. pumilus B106 (Zhang ve ark. 2009) ve B. licheniformis MTCC-6824
(Chakraborty ve Raj 2008) kiiltiir ortaminda daha yiliksek NaCl konsantrasyonuna
thtiyag duymustur. B. alcalophilus B-M20 %7,5'e kadar tuzluluk oranmi tolere
edebilmekte, ancak yiiksek NaCl ve KCIl konsantrasyonlar1 lipaz {iretimini inhibe
etmektedir (Ghanem ve ark. 2000). Bazi G. thermoleovorans suslart ve G. zalihae
(Rahmanve ark. 2007) lipaz tiretimi i¢in hafif asidik ortamda (pH 6.0-6.5) (DeFlaun ve
ark. 2007), en uygun sekilde tiretilmislerdir. B. alcalophilus B-M20'deki lipaz {iretimi
icin optimum pH 10.6’dir ve ndtr ortamda higcbir hiicre liremesi tespit edilmemistir
(Ghanem ve ark. 2000). Bacillus sp. RSJ-1 hiicreleri pH 9.0'da lipaz iiretmistir (Sharma
ve ark. 2002).

Bacillus hiicreleri aerobik bir ortamda biiylir ve iyi havalandirma lipaz iiretimini arttirir,
bu nedenle ¢alkalama da o©nemli bir faktordiir (Ebrahimpour ve ark. 2008)
Havalandirma oraninin Bacillus sp. L2 ve B. megaterium AKG-1" 1n lipaz ekspresyon
verimini etkiledigi gosterilmistir (Shariff ve ark. 2007, Sekhon ve ark. 2006) 150 rpm,
hiicre iiremesini ve lipaz {liretimini siirdiirmek i¢in optimaldir. Statik kosullar altinda
higbir lipaz iiretimi saptanmazken, daha yiiksek calkalama hizi, oksidatif bir ortamda
muhtemelen enzim denatiirasyonuna bagli olarak lipaz aktivitesini azaltmaktadir.

Mazhar ve ark. (2017) B. subtilis PCSIRNL-39’dan lipaz {iretimi i¢in optimum sicaklik

olarak 45°C bulunmustur.
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Bu sonuclardan da anlasilacag: iizere farkli mikroorganizmalarla yapilan lipaz iiretim
verimlerindeki farkliliklar, kiiltiir ortami1 bilesiminin yani sira bakteri susu 6zelliklerine
baglanabilmektedir. Bununla birlikte, lipolitik aktivitenin 6l¢iilmesinin, ayn1 zamanda,
substrata ve test reaksiyonunun deneysel kosullarina da bagli oldugundan farkl
sonuglar elde edilmektedir. Besinsel ve fiziksel faktorlerin lipaz iiretimine olan
etkilerinin arastirildigi calismalarda farkli sonuglarin alinmasi mikroorganizmalarin

kullandig1 metabolik yollarin farkli oldugunu gostermektedir.

Yaptigimiz ¢aligmada en yiiksek enzim iiretiminin gozlendigi besinsel ve fiziksel
faktorler kullanilarak modifiye edilen ortamda ATA179 susu enzim iiretimi agisindan
degerlendirilmis olup, lipaz enziminin aktivitesi 10 U/mL olarak bulunmustur. Bu
ortamdan elde edilen deger kontrol (6,6 U/mL) ile kiyaslandiginda %51,5 oraninda bir
enzim Uretimi elde edilmistir.

Enzimlerin karakterizasyonu yani Ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmas: enzim hakkinda
onemli bilgiler vermektedir. Bu bilgiler ise endiistride kullanilacak enzimler igin
oldukca degerli bilgilerdir. Enzimin karakterizasyonunda bazi parametreler dikkate
alinmaktadir. Sicaklik ve pH enzimlerin aktiviteleri {lizerinde olduk¢a Onemli olan
parametrelerdir. Her enzimin optimum aktivite gosterdigi bir sicaklik ve pH degeri
vardir. Bu degerlerin bilinmesi enzimin endiistriyel alanlarda aktif olarak kullanilip
kullanilamayacagin1 gostermektedir. pH degisimleri enzimlerin konformasyonunda
degisiklige yol agmaktadir, ¢iinkii enzimler farkli pH’larda degisik iyonik gruplar
olusturdugundan farkli pH’larda enzim aktivitesinde biiyiikk farkliliklar ortaya
cikmaktadir (Sarkar ve ark. 1998, Cheetham 1995). Diger yandan bazi enzimler aktivite
gosterebilmek icin ortamda mutlaka metal iyonlarima gereksinim duymaktadirlar.
Metalik iyonlar, metalik tuz ¢o6zeltisinin konsantrasyonuna bagli olarak enzimlerin
aktivitesi ve ayrica enzim katalitik veya baglama bdlgelerinde bulunan amino asit
kalintilarinin yan gruplarina iyon baglanma afinitesi iizerinde inhibe edici veya uyarici
etkiye sahiptir. Endiistride kullanilan 6nemli enzimlerin ¢ogu metallo enzimlerdir.
Enzimlerin Ky ve Vmax degerleri enzimin en Onemli kinetiksel Ozellikleridir. Bu
ozellikler enzimin belli bir substart ile ne kadar ¢abuk doyuma ulastigi (Kw) ve
ulasabildigi en hizli (Vmax) reaksiyonunu gostermektedir. Kinetiksel oOzelliklerin

bilinmesi bir enzimin hiicre i¢cinde ne yaptigini ve o sartlardaki degisikliklere nasil tepki
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verdigi hakkinda fikir verebilmektedir. Ky degeri diistiikce enzimin substartina olan
ilgisi artmaktadir. Diger yandan Kn degeri arttikca enzimin substrata olan ilgisi ise
diismektedir. Diisiik Kin’e sahip enzimler substratlarina karsi yiiksek affiniteye sahip
oldugundan endiistride 6nem tasirlar.

Bu calisma da Bacillus cereus ATA179’den lipaz enziminin 6zelliklerini belirmek tizere
enzimi kismi olarak birka¢ basamakta saflastirilmistir. Bunun i¢in sirasiyla; amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz ve ultrafiltrasyon islemleri yapilmistir. Enzim %S5,7 verimle,
7,2 kez saflagtirilmistir. Calismada kismi saf enzim lizerine sicaklik ve stabilitesi, pH ve
stabilitesi arastirilmistir. Ayin zamanda c¢alismada ¢esitli potansiyel bilesiklerin etkileri
arastirilmis, enzimin Kn ve Vmax degerleri saptanmis, molekiil agirligi belirlenerek
enzim karakterize edilmistir.

Calismada ATA179 bakterisinin iirettigi lipaz enzimi i¢in optimum sicaklik degeri 55°C
olarak saptanmistir. Kismi olarak saflastirilan enzimin aktivitesi ham enzime gore %75
artmistir. Sicakligin her 5 derece arttirilmasi ile aktivite degerleri de artmistir. 65°C° de
enzim aktivitesi %40 oraninda da elde edilmistir. 55C’de 50. dakikaya kadar aktivitesini
korudugu saptanmistir. Enzimin 1siya dayanikli (termostabil) karakterde oldugu
belirlenmistir. Enzimin optimum pH degeri ise 6.0 olarak belirlenmistir. Enzimin asidik
ortamda alkali ortama nazaran yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla, enzimin asidik pH degerlerinde aktifligini korumas1 sebebiyle, enzim
asidofilik bir enzim olarak belirlenmistir. pH stabilite denemelerinde pH 6.0’da 60
dakika boyunca aktivitesini korurken, siirenin artmasi ile 120 dakika sonunda %44
oraninda kayip oldugunu saptanmistir. Metal iyonlar1 enzim aktivitesi iizerinde kafaktor
olarak gorev yaptigindan enzim iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bu ¢alisma da da
CaCly, MnSO4 ve BaCly iyonlariin enzim aktivitesi iizerine etkili bir sekilde aktivator
etki yaptigr saptanmistir. Noniyonik bir deterjan olan Tween 20 ve noniyonik bir
stirfektan olan Triton X-100 varliginda da enzim aktivitesinde artis olmustur. Ancak
anyonik bir deterjan olan SDS ve selatlayic1 ajan olan EDTA ise enzim aktivitesini
inhibe etmistir. Enzimin kinetik 6zellikleri arastirildiginda Vmax degeri 18,28 U/mL
olarak hesaplanmistir. Ky degeri ise 0,11 mM olarak bulunmustur. Bacillus cereus
ATA179’den ‘den saflastirilan lipaz enziminin molekdl kiitlesi SDSPAGE ile yaklasik

47 kDa olarak tespit edilmistir. Ham enzimin depolanma stabilitesinin belirlenmesi
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amaciyla yapilan ¢alismada oda sicakliginda (RT) ve +4°C’de 60 giin sonra enzimin

aktivitesi hemen hemen korunurken, bu siire -20 °C’de 75 giline kadar bulunmustur.

Farkli arastiricilar farkli mikroorganizmalarla yaptiklari ¢aligmalarda da lipazlarin

Ozelliklerini ortaya ¢ikarmislardir.

Bakteriyel lipaz enziminin 35°C ila 55°C arasinda optimum oldugu bildirilmistir.
Lipazin yiiksek sicakliktaki 1siya dayanikliligi proteinin kendine 6zgii dogasi
nedeniyledir. Enzmin termostabil yapisi endiistriyel uygulamalarda biiylik bir 6nem
tasimaktadir (Sharma ve ark. 2017). Bakteriyel lipazlar genis bir pH aralifinda optimal
aktiviteye sahiptirler (pH 4.0 ile pH 11.0) (Dong ve ark. 1999). Baz1 Bacillus tiirlerinden
lipazlar i¢in 8.0-9.0 arasinda optimum bir pH bildirilmistir (Lianghua ve Liming 2005,
Nawani ve ark. 2006). Bununla birlikte Bacillus sp.'nin (Sugihara ve ark. 1991) pH

5.6'da maksimum aktivite gosterdigi bildirilmistir.

Sharma ve ark. (2017), 48. Saat topraktan izole ettikleri B. metilotrophicus PS3
susundan lipaz enzimini 2,9 kez saflastirmiglar, enzimin Sephadex G-100 kolon
kromatografisi gerceklestirerek toplam %24,10 verim rapor etmislerdi. Benzer
caligmalar Tripathi ve ark. (2013) tarafindan da yapilmis, izole edilen Microbacterium

sp.’den lipaz enzimini 2,9 kez saflastirmislar ve %20,8 verim elde etmislerdi.

Ghori ve ark (2011) Bacillus sp. lipazinin pH 9.0'da ve 60 ° C sicaklikta maksimum
aktivite gosterdigini, Michaelis sabiti (Kyn)’nin 0.31 mM ve Vmax degerinin ise 7.6 uM
/mL/dk oldugunu bildirmislerdir. Mn?" Fe?" ve Mg?" iyonlan1 lipaz aktivitesini
arttirirken, Cu?*, Na* ve Co** enzim aktivitesini inhibe ettigini, K* iyonlarindan énemli
ol¢iide etkilenmedigi, EDTA ve SDS varliginda lipaz aktivitesinin 6nemli 6l¢iide inhibe
oldugu bildirilmistir.

Bacillus coagulans BTS-3 lipazinin 55°C'de maksimum aktivite gosterdigi ve 70 © C'ye
kadar stabil kaldig1 (Kumar ve ark. 2005); Bacillus sp. tarafindan 70°C'de 65 dakika
inkiibasyondan sonra %50 aktivite kaybettigi (Nawani ve ark. 2006), Bacillus subtilis-
168 lipazinin ise optimum sicakliginin 35°C oldugu bu enzimin 55°C'de tiim aktivitesini
kaybettigi (Lesuisse ve ark. 1993); Bacillus subtilis IFF1 10210 'dan bir lipaz i¢in
optimum sicaklik, 45 °C olarak bulunmustur (Ma ve ark. 2006).
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Solomon ve ark. (2019) izole ettikleri Bacillus niacini EMB-5’den lipaz enziminin pH
9.0 ve 40°C'de optimum aktivite gosterdigini, enzimin pH 8.0-12 arasi aktif oldugundan
alkali bir enzim oldugunu ifade etmislerdir. Enzim aktivitesinin 60°C'de 1 saat sonunda
%71 oraninda stabil kalmistir. Lipazin aktivitesi, 60 dakikalik inkiibasyon siiresinden
sonra baglangi¢ aktivitesinin yaklasik %48'ini pH 8.0'da, pH 9.0'da% 70, pH 10.0'da%
60 ve pH 11.0'da% 56'ya distirmiistir. PH 9.0'da 120 dakikalik 6n inkiibasyondan
sonra, enzim hala stabildi Lipazin Kn ve Vmax degerleri sirasiyla 6.12mg / mL ve
59.64umol / dak / mg'dir. Molekiiler agirhiginin 59 kDa, metal iyonu olarak AI** ve
Ca’”’un enzimin aktivitesini olumlu etkiledigini, ancak Cu?', Hg?*, EDTA, B-

merkaptoetanol, SDS ve Ure tarafindan inhibe edildigini saptamislardir.

Hanna ve Layla (1997) saflastirilmis Bacillus cereus'un lipazinin biyokimyasal
Ozelliklerin incelenmesi sonucunda enzim pH'1 7.5'te ve 40°C’de optimum bulunmustur.
Microbacterium sp.’den saflastiklarin enzimin optimum sicakligin1 50°C ve optimum
pH’sin1 ise 7.0 olarak rapor etmisglerdir (Tripathi ve ark. 2013)

Kumar ve ark. (2005) Bacillus coagulans BTS-3 bakterisinn lipazinin 55°C ve pH
8.5'te maksimum aktivite gosterdigini, pH 8.0 ile 10.5 arasinda ve 70°C'ye kadar
sicakliklarda kararli oldugun, enzimin molekiiler agirliginin ise 31 kD olarak tespit
ettiklerini enzimin AI**, Co?, Mn?*" ve Zn?" iyonlar1 vardiginda inhibe olurken, K,
Fe3", Hg?" ve Mg*" iyonlarnin enzim aktivitesini arttirdigimi saptamuslardir.

Sharma ve ark (2017) B. methylotrophicus PS3 lipazin1 2.9 saflastirdiktan sonra
karakterize etmigler ve enzimin optimum sicaklifinin ve pH’sinin 55°C ve 7.0
oldugunu, Lipaz aktivitesinin Ca?" ve Mg?" ile stimiile edildigini, enzimin molekiiler

agirhiginin 31,40 kDa oldugunu bildirmislerdir.

Sharma ve ark (2017) B. licheniformis MTCC 6824'ten lipazin pH'da 6.0 ila 10 arasinda
(Chakraborty ve ark. 2008), Bacillus subtilis PCSIR NL-39 lipazin pH 3.5 ila 9.0 pH
arasinda optimum olarak aktif oldugunu saptanmistir. Ancak Bacillus tiirlerinin
lipazlarinin ¢ogunlukla optimum pH’larinin 7.0 oldugu ifade edilmistir (Sirisha ve ark.
2010). Kumar ve ark. (2012) Bacillus sp. MPTK 912 susundan elde edttikleri lipazi
Sephadex G-100 kolon kromatografisiyle saflastirmislar, enzimin pH 8.0 ve 35°C’de

optimum aktiviteye sahip oldugunu, Fe?", Mg?*; Triton X-100 ve Tween esterleri
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varliginda aktivitesinin arttigini, enzimin molekiiler agirliginin ise 66 kDa oldugunu
rapor etmislerdir. Diger yandan, P. fluorescens, KE38 lipazinin Ca2" tarafindan aktive
edilmislerdir, ancak Ni*" tarafindan etkilenmemistir (Joseph ve ark. 2008).

Metal iyonlar1 igerisinde genellikle Ca*" 'in daha fazla baglanma bolgesi olmasi
nedeniyle enzimin termal stabilitesini de arttirdig ileri siiriilmektedir (Maiangwa ve ark.
2015). Ca*" ve Mg?" 'nin her iki uyaricinin da enzim stabilitesi icin gerekli oldugunu
gostermistir (Sharma ve ark 2017). Termofilik lipazlar, deterjan ve gida endiistrilerinde

bliylik bir potansiyele sahiptir (Jaeger ve ark. 1998).

Kumar ve ark. (2005) enzimin AI**, Co*", Mn?" ve Zn?' iyonlar tarafindan inhibe
edildigi, K*, Fe**, Hg** ve Mg?" iyonlarinin enzimi arttirdigi bulunmustur. Na*
iyonlarmin enzim aktivitesi {iizerinde etkisi olmadig1r saptanmistir. Pseudomonas
aeruginosa ve PaeruginosaATCC 27853 lipazlarinin molekiiler agirliklarinin sirasiyla
59.4 kDa ve 30 kDa oldugu belirtilmistir (Izrael-Zivkovic ve ark. 2009). P. aeruginosa
mutantin lipazinin molekiiler agirlig1 yaklasik 67 kDa olarak bulunmustur (Bisht ve ark

2013).

Sekhon ve ark. (2006), topraktan izole ettikleri Bacillus megaterium AKG-1‘den
saflagtirdiklar1 1s1ya-dayanikli lipazin molekiil kiitlesini yaklasik 35 kDa olarak tespit
etmislerdir.

Goriildigi gibi literatiirlerde Bacillus tiirlerinden elde edilen lipaz ile ilgili ¢cok ¢esitli
sonuclar bildirilmektedir ve bu da bize Bacillus tiirlerinin ¢ok c¢esitli 6zelliklerde

lipazlara sahip olduklarini gostermektedir.

Maya ve ark. (2011), DTT ve mer-merkaptoetanol gibi azaltict maddeler esas olarak 1.5
alt familyasina ait lipazlarin aktivitesini etkiler, ¢iinkii distlfiir kopriiler aktif alanin
konformasyonunu destekler ve enzimlerin termostabilitesine katkida bulunur.

Siirfaktanlar lipaz katalizli reaksiyonlarda uygulanir, ¢iinkii su-lipit arayiizey alanin
arttirirlar  (emiilsiyonun kararliligini arttirirlar); substrat ¢oziinlirliiglinii  artirirlar,
enzimin agik konformasyonunu stabilize ederler ve hepsini biiyiik 6l¢iide gelistirilmis
katalitik performansa yol acan agregasyondan korurlar (Helisto ve Korpela 1998).

Stirfaktanlarin etkisi, izole edilmis Bacillus lipazlarinin ¢ok azinda test edilmistir.
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Genel olarak, Bacillus lipazlar1 az miktarda Triton X-100 varligin1 tolere edebilir veya
zayif olarak inaktive edilebilirler. Diisiik konsantrasyonlarda (%]1'in altinda) Triton X-
100, Bacillus lipazinin aktivitesini %40-60 arttirmistir (Chen ve ark. 2007). B. sp. DH4,
bu yilizey aktif maddenin %10 varliginda %164 aktivitesini korumustur (Bora ve Kalita
2008).

Bacillus lipazlarinin serbest yag asitleri ve Tween varliginda aktive edildigi rapor
edilmistir, ancak yine de artis %10-60 araligindadir. Geobacillus sp'den lipazin
etkinligi, 1 mM Tween 80 varliginda %88 arttirilmistir (Leow ve ark. 2007). B.
megaterium ve Bacillus sp. BP6, diger bakteriyel lipazlardan farkli olarak, diisiik
konsantrasyonlarda (2,5-5 mM) kaprik, miristik ve lorik asit ile kuvvetle aktive
edilmistir (Ruiz ve ark. 2004). Yiiksek konsantrasyonlarda, yiizey aktif cisimlerinin
lipaz aktivitesi tizerindeki etkisi, muhtemelen substratin aktif bolgeye erigimini bloke

ettikleri i¢in negatiftir.

Mobarak-Qamsari ve ark. (2011), SDS varliginda aktivite kayb1 gozlenirken, Triton X-
100 ve Tween esterlerin varliginda enzimin aktifligi artmistir. Sharma ve ark (2017)
Siirfaktanlar ve inhibitorler enzim katalizli reaksiyonun aktivitesini azaltan maddeler
olarak bilinirler. Aktif bolgenin katalitik 6zelliklerini dogrudan veya dolayli olarak
etkileyerek etki ederler. SDS, EDTA, CTAB ve Tween 80 gibi ylizey aktif maddeler
varliginda enzim aktivitesi sirasiyla %10,71 %16,95 %24,63 ve %30,73'e diigmiistiir.

Diger yandan, Kiran ve Chandra (2008) Tween 20, Tween 80 ve Triton X-100'lin
varliginda enzim aktivitesinin %90 olarak kaldigin1 bildirmislerdir. Tween 20 varliginda
da benzer sekilde P. aeruginosa SRT 9'un lipaz aktivitesi iizerinde pozitif bir etki

gostermistir (Borkar ve ark. 2009).

Baz1 durumlarda, yiizey aktif cisimleri, enzimlerin termostabilitesini, etkinliklerini
degistirmeden 1iyilestirebilirler. G. stearothermophilus MC7 lipaz1 siirfaktanlar
varliginda 75°C'de 30 dakikalik inkiibasyondan sonra baslangi¢ aktivitesinin %60'mn1
korumustur (Guncheva ve ark. 2007). B. licheniformis MTCC6824'lin termostabilitesi,
sorbitol ve Ca®" iyonlarmin kombinasyonu ile gelistirilmistir (Chakraborty ve Raj

2008). Bacillus sp. J33 lipaz1 1 saat boyunca 70°C'de aktivitesini %33 kaybetmistir.
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Ancak gliserol ve etilen glikol varliginda 70°C'de 2 saat sonra higbir aktivite kaybi
gozlenmemistir. Sorbitol varliginda, inkiibasyon sirasinda enzimin aktivitesi artmigtir
(Nawani ve Kaur 2000). Deterjanlarin bazilar1 liyoprotektandir (liyofilize edilen bir
madde liyofilizasyon sirasinda zarar gérmemesi icin eklenen bir madde). Ornegin,
liyofilize G. stearothermophilus MCT lipazi, 400 ila 70.000 arasinda molekiiler agirlikli
polietilen glikollerin varliginda baglangi¢ aktivitesinin %80'ini korurken, dogal enzim

sadece %30 artik aktiviteyi korumustur (Guncheva ve ark. 2007).

Enzim igeren deterjanlar kumasi kalite ve rengi parlak tutarak iyilestirme 6zelligine
sahiptir (Hasan 2014). Ozellikle termofilik lipazlar, deterjan ve gida endiistrilerinde
bliylik bir potansiyele sahiptir. Camasir yikama formiilasyonlarina eklenen enzimlerin
en Onemli Ozellikleri, alkali ortamda ve yiliksek sicakliklarda optimal aktivite
gdstermeleri, yiiksek konsantrasyonlarda Ca®" iyonlarma ihtiyag duymalari, yiizey aktif
cisimleri, oksitleyici ajanlar (peroksit, perkloratlar) ve proteazlar igeren kompleks bir

karigimda aktivitesini kaybetmemesidir (Maya ve ark. 2011).

Bu c¢aligmada da lipaz enziminin deterjan endiistrisinde kullanim potansiyelinin
belirlenmesi amaciyla liyofilize edilmis lipaz enzimi ¢esitli siirfektan ve oksitleyici Ajan
varliginda stabilitesi kontrol edilmistir. %1 ve %5 konsantrasyonlarda olacak sekilde
Triton X-100, EDTA, SDS ve H»0; ilave edilerek, 100 rpm, 55 ve 65°C kosullarinda 1
saat siiresince lipaz enzimi bu deterjan katki maddeleri ile inkiibe edilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda enzimin baslangi¢ aktivitesine gore; 65°C’de %5 SDS iceren
ortamda enzim aktivitesinin %22 oraninda arttigi goriilmiistiir. 55 ve 65 °C’lerde
denenen tiim katki maddeleri varliginda enzim aktivitesini korumustur. Enzimin katk1
maddeleri varligindan etkilenmedigi sonucuna ulagilmistir. Hatta enzimin bu katki
maddeleri varliginda aktivitesinin az da olsa artt1g1 saptanmistir. Diger yandan liyofilize
lipaz enziminin zeytinyag1 ve gress yagi ile kirletilmis kumaglardaki etkisini saptamak
lizere yapilan calisma sonucunda yapilan beyazlik indeks Olglimlerinde enzim kirlilik
giderimi iizerinde olumlu sonuglar vermistir. Bu da enzimin deterjan endiistrisinde

potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.
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Niyozima ve More (2014) Bacillus flexus XJU-1 lipazini c¢esitli ticari deterjanlarla
muamele ettiklerinde (60°C de 2 saat) enzimin baslangi¢ aktivitesine gore %84,90

kaldigin1 ve enzimin dederjan sanayii i¢in uygunlugunu ifade etmislerdir.

Cherif ve ark (2011) topraktan yeni izole ettikleri Staphylococcus sp.ESW susundan
elde edittikleri lipazin alkali (pH 9.0- 13:00) ve termastabil (60°C) oldugunu, enzimin
cesitli siirfektanlar varliginda 40°C’de 1 saat stabil kaldigim1 ve deterjan

uygulamalarinda olumlu sonuglar aldiklarini ifade etmislerdir.

Sharma ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada Bacillus metilotrophicus PS3'ten
saflagtirilmis lipazin termostabilitenin yan1 sira daha genis bir pH aralig1 direncine sahip
oldugunu gostermistir; bu nedenle enzimin ¢amasir deterjani endiistrisi, yag, zeytinyagi

ve zeytinyaginin temizligini iyilestirmek i¢in potansiyel olacagini rapor etmislerdir.

Camasir yikama formiilasyonlarma eklenen enzimlerin en 6nemli 6zellikleri, alkali
ortamda ve ylksek sicakliklarda optimal aktivite gdstermeleri, yiiksek
konsantrasyonlarda Ca*" iyonlarina ihtiyag duymalari, yiizey aktif cisimleri, oksitleyici
ajanlar (peroksit, perkloratlar) ve proteazlar igceren kompleks bir karisimda aktivitesini
kaybetmemesidir (Maya ve ark. 2011). Baz1 Bacillus lipazlar test edilmis ve yliksek
potansiyel sergilemislerdir. Bacillus cereus C7 lipazi, ¢ok sayida ticari deterjan
varliginda %60 veya daha yiiksek aktivitesini korumustur. Lipaz, 1 saatlik
inkiibasyondan sonra %1 hidrojen peroksit ve %1 sodyum hipoklorit varliginda oldukca
stabil kalmistir. Bacillus cereus lipazinin ayrica tripsin varliginda stabil oldugu ve
deterjan formiilasyonlarinda proteazlarla kombinasyon halinde kullanilabilecegi de
bulunmustur (Dutta ve Ray 2009). Bacillus sp. DH4 lipazin hem iyonik hem de iyonik
olmayan yiizey aktif cisimlerinde stabil oldugu bulunmustur. Enzim, ¢camasir deterjani
varliginda %20-40 oraninda etkisiz hale getirilmis ve 1 saat boyunca klora maruz
kaldiktan sonra neredeyse %80 aktivitesi korunmustur (Bora ve Kalita 2008).

Bacillus sp. RSJ-1, 60°C'de ve pH 9.0'da %90'dan fazla aktivitesini korumustur. Baz1
iyonik olmayan yilizey aktif cisimlerinin (Triton X-100, Tween 80 ve Tween 20)
varliginda stabildir ve sirasiyla %0,1 ve %0,2 H20. konsantrasyonunda %93 ve %74

aktivitesini korumustur. Advanced Ariel Compact, Henko, Gain Super Soaker, vb ve 1
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mM CaCl,.2H>0 varliginda lipazin oldukga stabil (%90'dan fazla) oldugu bulunmustur
(Sharma ve ark. 2002). Bacillus sp. L2 lipaz 70°C'de, pH 8.0’de ve kalsiyum iyonlarmin
varliginda kontrole kiyasla aktivitesi %500'e yiikselmis, ancak pepstatin A tarafindan
tamamen inaktive edilmistir (Sabri ve ark. 2009). Bacillus sp. BTS-1 lipazi, 20 dakika
boyunca 37°C'de tripsin ve kimotripsin ile 6n muamele edilmis ve hidrolitik aktivitesi
muamele edilmemis bakteriyel lipaza kiyasla yaklasik %13-43 oraninda artmistir
(Kanwar ve ark. 2004). B. sphaericus 205 lipazi, pepsin A tarafindan proteolitik
sindirim ile etkisizlestirilmistir (Sulong ve ark. 2006). B. subtilis lipazi, bir proteaz ile

muameleden sonra aktivitesini%75 korumustur (Takac ve Marul 2008).

Bu c¢alisma sonucunda Bacillus cereus ATA179 susundan iiretilen lipaz enzimi i¢in yeni
ve verimli bir modifiye {iretim ortami elde edilmis, enzimin kismi saflagtirilmasi sonucu
karakterize edildiginde enzimin termostabil oldugu, asidofilik 6zellik tasidig1 ve diisiik
Kn’e sahip olmasi nedeni ile endistrinin farkli alanlarinda kullanim potansiyeli
olabilecegi, enzimin katki maddeleri varligindan etkilenmedigi ve katki maddeleri
varliginda aktivitesinin az da olsa artt1g1, kirletilmis kumaslardaki yaglar1 giderdiginden
dolayr enzimi deterjan endiistrisinde biiyiilk bir potansiyele sahip olabilecegini
diisiintildiiginden dolay1 dis iilkelerden satin alinan lipaz enziminin iilkemizde genis

capta tiretilmesi ve iilke ekonomisine katkida bulunmasi1 miimkiin olabilecektir.
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