T.C.

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI MiKROORGANIZMALARIN URETTIGI LiPAZ
ENZIMININ OPTIMiZASYON VE
KARAKTERIZASYONU

Tezi Hazirlayan
Ezgi KESKIN TALDARI

Tez Damsn!.anl )
Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Ocak 2019
NEVSEHIR






T.C.

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BAZI MiKROORGANIZMALARIN URETTIGI LiPAZ
ENZIMININ OPTIMiZASYON VE
KARAKTERIZASYONU

Tezi Hazirlayan
Ezgi KESKIN TALDARI

Tez Damsn!.anl )
Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Biyoloji Ana Bilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi

Ocak 2019
NEVSEHIR



Prof. Dr. Sahlan OZTURK danismanliginda Ezgi KESKIN TALDARI tarafindan
hazirlanan “Bazi Mikroorganizmalarin Urettigi Lipaz Enziminin Optimizasyon ve
Karakterizasyonu” baslikli by ¢alisma, jiirimiz tarafindan Nevsehir Haci1 Bektas Veli
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi

olarak kabul edilmistir.

2.5./42019
JURI
_c—t
Bagkan : Prof. Dr. Serkan YILMAZ y 7
Uye : Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Uye ' Prof. Dr. Zeliha LEBLEBICI ’%%
’?

ONAY:

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun. ,01: 2,019 ..tarih ve.Q9=.3)......
sayil1 karar1 ile onaylanmugtir.




TEZ BILDIRIM SAYFASI

Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada yer alan biitiin bilgilerin
bilimsel ve akademik kurallar c¢ercevesinde elde edilerek sunuldugunu ve bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Y

Ezgi KESKIN TALDARI

ii



TESEKKUR

Yiiksek lisans 6grenimim ve tez ¢alismam siiresince bilgisini benimle paylasmaktan
kaginmayan, tezimin her asamasinda ve her tiirlii konuda destegini benden esirgemeyen,

degerli hocam Sayin Prof. Dr. Sahlan OZTURK ’e,

Tezimin uygulama asamasinda benden yardimlarini esirgemeyen, ayni zamanda kisilik

olarak da bana ¢ok sey katan saygideger hocam Sayin Prof. Dr. Belma ASLIM’a,

Calismam siiresince benimle diisiincelerini paylasan ve calisma sartlari konusunda her

zaman destek olan ¢alisma arkadasim Uzman Enver Ersoy ANDEDEN’e,

Maddi ve manevi olarak desteklerini her zaman hissettiren degerli annem Macide

KESKIN ve babam Hasan KESKIN’e,

Son olarak, hayatta en Onemli destegim olan, ¢alismalarima ilgisini ve tesvikini

esirgemeyen sevgili esim Polat TALDARI’ye,
Tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica teknik ve idari yardimlarindan dolay1 Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi
Rektorliigii'ne, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Dekanligi’na, Biyoloji Boliim Bagkanligi’na ve
Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi BAP Birimi’ne tesekkiir ederim.

111



BAZI MiKROORGANIZMALARIN URETTIGI LiPAZ ENZIMININ
OPTIMIiZASYON VE KARAKTERIZASYONU

(Yiiksek Lisans Tezi)

Ezgi KESKIN TALDARI

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2019

OZET

Bu c¢alismada ekstrem g¢evre sartlarindan alinan yag ile kontamine olmus toprak ve
kaynak sularindan izole edilen 24 tribiitrin agar pozitif izolatin lipolitik aktivitesi pNPP
lipaz testi ile incelenmistir. Lipaz aktivitesinin yiiksek oldugu izolatlar Aeromonas
veronii olarak tamimlanmistir. En yliksek enzim aktivitesine sahip EK-2 (26 U/ml)
izolat1 optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligmalarinda kullanilmistir. EK-2 izolatindan
lipaz iiretimi igin en iyi kosullar1 belirlemek tizere, farkli fermantasyon parametreleri
optimize edilmis ve optimum inkiibasyon siiresi ve sicakligi 18 saat ve 30 °C, optimum
besiyeri pH’s1 7, en uygun yag orani ve kaynag1 % 1 hindistancevizi yagi, en uygun
inorganik ve organik azot kaynaklari sirasiyla amonyum siilfat ve jelatin olarak
belirlenmistir. Optimize edilmis fermantasyon kosullarinda, hiicre dis1 lipaz tiretilmis ve
diyaliz ve ultrafiltrasyon ile kismen saflagtirilmistir. Kismi olarak saflastirilan enziminin
ultrafiltrasyon asamasinda toplam ve spesifik aktivitesinin (39,47 U/ml) diger
saflagtirma adimlarindan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Kismi saflastirilmis lipaz
karakterize edilmis ve optimum ¢aligsma sicakligi 40 °C (45,05 U/ml), tampon pH’s1 pH
8.0 (45,17 U/ml), tampon konsantrasyonu 50 mM (56,35 U/ml) ve substrat
konsantrasyonu 27 mg/ml (48,6 U/ml) olarak belirlenmistir. Ayrica, EK-2 izolatinin
lipid igerigi, siilfo-fosfo vanilin testi ile 26,08 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma,
fermantasyon kosullarinin optimizasyonunun ve enzim karakterizasyonu ¢alismalarinin

EK-2 lipaz aktivitesinde dnemli bir artisa yol actigini gostermistir. Bu sonuglara gore,
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ileriki calismalarda yiiksek enzimatik aktiviteye sahip EK-2 lipazinin biyodizel iiretimi

gibi biyoteknolojik uygulamalarda kullanilmas1 miimkiindiir.

Anahtar kelimeler: Lipolitik aktivite, Aeromonas veronii, pNPP, parametre
optimizasyonu

Tez Damisman: Prof. Dr. Sahlan OZTURK

Sayfa Adeti: 105



OPTIMIZATION AND CHARACTERIZATION OF THE LIPASE ENZYME
PRODUCED BY SOME MICROORGANISMS
(M. Sc. Thesis)

Ezgi KESKIN TALDARI

NEVSEHIR HACI BEKTAS VELI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
January 2019

ABSTRACT

In this study lipolitic activity of 24 tributyrin agar positive strains isolated from extreme
environmental sources such as oil contaminated soil and spring water were examined
with pNPP lipase assay. Isolates having higher lipase activity were identified as
Aeromonas veronii. In the subsequent optimization and characterization studies, EK-2
(26 U/ml) strain possessing higher enzyme activity was used. To determine the best
conditions for EK-2 lipase production, different fermentation conditions were
performed and optimum incubation time and temperature were determined as 18 hours
and 30 °C, optimum media pH as 7, optimum fat content and source was determined as
1% coconut oil, inorganic and organic nitrogen source were determined as ammonium
sulfate and gelatin with respectively. At the optimized fermentation conditions,
extracellular lipase was produced and partially purified by dialysis and ultrafiltration. It
was determined that the total and specific activity of purified enzyme (39,47 U/ml) in
the ultrafiltration step was higher than the other purification steps. The partially purified
lipase was characterized and the optimum working temperature, buffer pH and
concentration, substrate concentration was determined as 40 °C (45,05 U/ml), pH 8.0
(45,17 U/ml), 50 mM (56,35 U/ml) and 27 mg/ml (48,6 U/ml) with respectively. This
study revealed that the optimization of fermentation conditions and enzyme
characterization studies led to a significant increase in activity of EK-2 lipase. In
addition, the lipid content of the EK-2 strain was determined as 26,08 pg/ml by sulfo-

phospho vanillin assay. According to these results, it is possible to use EK-2 lipase with
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high enzymatic activity in biotechnological applications such as biodiesel production in

advanced studies.

Keywords: Lipolytic activity, Aeromonas veronii, pNPP, optimized parameters
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Sahlan OZTURK
Page Number: 105
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1. BOLUM
GIRIiS

Lipazlar (EC.3.1.1.3. triagilgliserol agilhidrolaz) sulu ortamda triagilgliseritlerin gliserol
ve serbest yag asitlerine hidrolizini, susuz ortamda ise bunun tam tersi olan trans-
esterifikasyon ve ester sentezini katalizleyen bir enzim grubudur [1]. Lipazlar, substrat
ozgiilliigii, regiyoselektiflik (bolgesel secicilik) ve kiral segicilik gibi bazi benzersiz
ozelliklere sahiptirler. Lipazlarin bir kism1 ise serbest yag asitlerinin endiistriyel iiretimi,
faydal1 esterlerin ve peptitlerin sentezi i¢in énemlidir [2]. Bu potansiyellerinden dolay1
lipazlar yenilenebilir yakitlar dahil bir¢ok endiistri tarafindan ilgi ¢ekici bulunmuglardir.
Lipazlarin bazi 6nemli endiistriyel uygulamalar1 arasinda gida endiistrisinde pastane
iiriinleri ve ickilerin raf Omriiniin uzatilmasi, mandira endiistrisinde siit, peynir ve
tereyaginin tadinin iyilestirilmesi, siit yagmin hidrolizi, peynirin olgunlastirilmasi,
tereyaginin lipolizi gibi calismalar yer alir [3]. Bunun yani sira lipazlar deri
endistrisinde deri iirlinlerindeki yagin hidrolizinde kullanilirken, deterjan endiistrisinde
kumasglardaki yagin temizlenmesi ig¢in camasir tozlarma katki maddesi olarak
eklenmektedirler [4]. Buna ek olarak lipazlar kozmetik endiistrisinde cesitli {iriinlerin
tiretiminde, farmasotik  endiistrisinde  ise  rasemik  karigimlarin  eldesinde
kullanilmaktadirlar. Ayrica lipazlar biyodizel sentezi gibi alanlarda gesitli {iriinlerin

tiretimi i¢in katalizor olarak kullanilmaktadirlar [2].

Lipazlar bakteri, maya, mantar, bitki ve hayvanlar gibi ¢ok ¢esitli kaynaklardan izole
edilebildikleri halde bunlarin arasinda bakteriyel lipazlar yiiksek verimle elde
edilmeleri, mikroorganizmalarin hizli biiylimesi ve genetik manipiilasyon kolaylig
acisindan ticari olarak oldukc¢a onemlidirler [5]. Potansiyel endiistriyel uygulamalari ve
kararliliklar1 dolayistyla glinlimiizde bakteriyel lipazlara ¢ok biiyiik bir ilgi vardir.
Bacillus spp., Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., Candida spp., Aspergillus spp.
gibi cesitli bakteri ve mantarlar endiistriyel uygulamalar i¢in lipaz iiretimi ve
saflastirmasinda rutin olarak kullanilmaktadirlar [6]. Bacillus subtilis lipaz1 LipA,
Bacillus thermocatenulatus lipazi BTL2, Geobacillus stearothermophilus lipaz1 T6,
Staphylococcus sp. lipazi Lpl2, Pseudomonas cepacia lipazi1 PS, Candida antarctica

lipazt B (CalB), Aspergillus awamori BTMFWO032 lipaz1 gelismis 6zelliklere sahip
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mikrobiyal lipazlara 6rnektir [7,8].

Lipaz iireten mikroorganizmalar, siit atiklari, endiistriyel atiklar, yagli tohumlar,
clirtiyen yiyecekler veya yag ile kirlenmis toprak, giibre yiginlar1 ve sicak su kaynaklari
gibi cesitli habitatlarda bulunmustur [9]. Ozgiilliik, stabilite, pH ve sicaklik gibi yeni ve
spesifik Ozelliklere sahip biyokatalizorlere olan talep giin gectikge artmaktadir. Lipaz
tireten mikroplar dogada yaygin olarak dagildiklarindan, biyoteknolojik olarak one
cikan ozelliklere sahip lipaz tlireten mikroplari izole etmek i¢in dogal yasam alanlarinin

arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir [10].

Bu caligmanin amacit Nevsehir ili cevresindeki ekstrem kosullardan izole edilen
mikroorganizmalarin lipaz iiretimi bakimindan arastirilip yiiksek lipolitik aktivite
gosterenlerin secilerek tanimlanmasi, segilen izolatlardan maksimum lipaz iiretiminin
saglanmasi i¢in fermantasyon kosullarinin optimize edilmesi, lipazin piirifikasyon ve
karakterizasyonunun yapilmasidir. Ayrica c¢alismada secilen izolatin lipit iceriginin
belirlenmesi de amacglanmistir. Boylece hem yiiksek lipit igerigine hem de yiiksek lipaz
iiretim potansiyeline sahip olan izolatin biyodizel iiretiminde kullanilmasi s6z konusu

olacaktir.



2. BOLUM

2.1. Lipazlar

Enzimler biitlin organizmalarda bulunan dogal katalizérlerdir. Enzim aracili
reaksiyonlar yliksek 6zgiilliikk derecesi, 1limli reaksiyonu kosullari, yan reaksiyonlarin
azalmasi, daha ucuz ve pratik olmasi gibi sebeplerle kimyasal siireglere tercih
edilmektedirler. Kemoselektiflik, regiyoselektiflik, 1limli kosullarda c¢alisabilme
yetenekleri dogal iiriinlerin sentezinde ve modifikasyonunda enzimlere olan ilgiyi
artirmistir  [11]. Enzimler c¢ok c¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilmaktadirlar.
Endiistriyel uygulamalar siirekli bir degisim iginde oldugundan daha iyi ozelliklere
sahip, yeni enzimler hep talep gérmektedir. Bu talebi karsilamak adina enzim tiretimi

bir endiistriye donlismiistiir [12].

Lipazlar en 6nemli endiistriyel enzim gruplarindan bir tanesidir ve pazar degerlerine
gore proteazlardan ve karbonhidratlardan sonra {i¢iincli en biiyliik enzim grubunu
olustururlar. Son yillarda dikkat ¢eken biyotransformasyon ve biyoteknoloji araglari
olarak goriilen lipazlarm endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda kullaniminin
artmasi lipazlarin enzim endiistrisindeki Oneminin artmasini saglamistir. Bdoylece
saflagtirllmis ve karakterize edilmis olan bakteri lipazlarinin sayisi giinden giine
artmustir [11]. Birgok mikroorganizma lipaz iireticisi olarak tanimlansa da, mantarlardan
Rhizopus sp., Candida sp. ve Rhizomucor sp., bakterilerden ise Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. ve Chromobacterium sp. ticari lipaz iiretimi i¢in kullanilan en yaygin

kaynaklardandir [8].

Lipazlarin endiistriyel alanda onemli biyokatalizérler olmasinin baslica sebepleri
arasinda milkemmel kemoselektivite, regiyoselektivite ve stereoselektivite gdstermeleri,
organik c¢oziiciilerde stabil olmalari, mikroorganizmalar kullanilarak yiiksek miktarda ve
kolayca iiretilebilmeleri, bir ¢ok lipazin kristal yapilarin biliniyor olmasi, kofaktore
ihtiya¢c duymamalar1 ve yan reaksiyonlar1 katalizlememeleri yer almaktadir [13]. Bu
ozellikleri sayesinde lipazlar her zaman enzim endiistrisinin dikkat ¢eken unsurlari
arasinda yer almistir ve gida, ilag, deterjan, biyosensor, biyodizel, kozmetik, organik
kimya ve zirai kimya gibi cok c¢esitli endiistriyel alanlarda genis kullanim alam

bulmaktadir [14].



Lipazlar ilk olarak Claude Bernard tarafindan 1856 yilinda kesfedilmistir [15]. 1901
yilinda ise mikrobiyolog Christiaan Eijkmann bir¢ok bakterinin lipaz {iretip ve
salgilayabilecegini bildirmistir [16]. Esterazlarin alt grubunda yer alan lipazlar enzim
siniflandirmasina goére E.C.3.1.1.3 grubunda bulunmaktadirlar ve triagilgliserol ester
hidrolazlarin bir {iyesidir. Lipazlar sulu ortamda uzun-zincirli triacilgliseritlerin di-agil
gliserol, mono-agil gliserol ve yag asitlerine hidrolizini katalizlerler (Sekil 2.1.). Susuz
ya da ¢ok az su bulunan ortamlarda ise hidrolizin tersi olan transesterifikasyon
reaksiyonunu katalizlerler. Lipazlar ayrica esterifikasyon, interesterifikasyon, asidoliz,

alkoliz ve aminoliz reaksiyonlarini da katalizleyebilirler [2].
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Sekil 2.1. Lipazin enzimatik reaksiyonu (triagilgliserol substratinin sentezi veya
hidrolizi) [17]

Genel olarak lipazlar 20-75 kDa arasinda degisen molekiiler agirliga sahiptirler. Cogu
lipaz 4-9 pH araliginda optimum aktiviteye sahiptir. Lipazlarin biiyiik bir kism1 25-70
°C arasindaki sicakliklarda calisabilirken ve optimum ¢alisma sicakliklar1 genellikle 40-
50 °C arasindadir. Ayrica 1stya olduk¢a dayanikhidirlar ve bazi termofilik
mikroorganizmalarin {rettigi lipazlarin, daha yiiksek sicakliklarda optimum aktivite

gosterdigi de bilinmektedir [18,19].

2.2. Lipazlarin yapisi

Dogada genetik olarak birbirinden farkli lipaz enzimleri bulunur ve bunlar farkli protein
katlanmalar1 sergilerler. Buna karsin ti¢ boyutlu yapist agiga ¢ikarilan ¢ogu lipazin o
heliks ve B ipliklerden olusan o/ hidrolaz protein katlanmasi iizerine insa edildigi
goriilmiistiir. Lipaz ¢ekirdegi, alt1 adede kadar o sarmal (A — F) ile baglanan sekiz farkl

B iplik (B1 — B8) iceren merkezi bir  tabakadan olusur (Sekil 2.2.) [20].
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Sekil 2.2. Insan pankreas lipazinin ii¢ boyutlu yapis1 [21]

Lipazin ii¢ boyutlu yapisi li¢ alandan olusur. Bu alanlar substratin yiizeyini ayirmaya
yarayan "temas bolgesi", substrat molekiiliinlin ekstraksiyonundan ve fonksiyonel alanla
iliskisinden sorumlu olan "hidrofobik bolge" ve tiglii katalitik aminoasitleri iceren "aktif
bolge” olarak isimlendirilir [20]. Lipazlarin aktif bolgesi serin niikleofili, bir asit
kalintis1 (aspartik asit veya glutamik asit) ve bir histidin igerir ve kimotripsin benzeri bir
hidroliz mekanizmasi kullanir. Cogu lipaz dizisi Gly-Xxx-Ser-Xxx-Gly veya Ala-Xxx-
Ser-Xxx-Gly korunmus bolgesini igerir. Niikleofilik Ser rezidiisii, bu korunmus
pentapeptit i¢inde iplik 5'in C-terminal ucunda yer alir ve ‘niikleofilik dirsek’ olarak
adlandirilan karakteristik bir B — doniis o motifi olusturur [22]. Substrat hidrolizi,
katalitik bolgedeki Ser oksijeninin niikleofilik saldiris1 ile baslar ve bir 'oksianyon
deligi' olusur. Oksianyon deligi, lipaz aktif bolgesinin bir bagka 6nemli bilesenidir,
clinkii kataliz sirasinda reaksiyonun ara maddesi olarak olusan oksijen iyonunun negatif
yiikiinii stabilize eder. Gegis halinin stabilize edilmesi, reaksiyon i¢in gerekli aktivasyon
enerjisini disiirlir ve bdylece katalizi tegsvik eder. Bu yiizden oksianyon deligi lipazin

katalitik aktivitesinde 6nemli rol oynar [23].

Lipazlarin ii¢ boyutlu konformasyonlar1 ve ortamda su bulunup bulunmamasi, katalitik
aktivitelerini ve stabilitelerini etkiler [19]. Bir¢ok lipaz enzimi aktif bolgelerinde bir

veya iki a heliksten olugan kapak benzeri bir yapi igerir ve bu bdlge lipazin aktivitesini



belirler. Sabit olmayan bu kapak bdlgesinin agilip kapanmasi sayesinde lipaz aktif ya da
inaktif forma gecebilir. Hidrofobik ortamlarda lipaz konformasyonel bir degisime
ugrayarak kapak agilir ve aktif bolgeden uzaklasir. Serbest kalan aktif bolge substrat ile
etkilesime girerek lipaz aktif forma gecer [24].

2.3. Lipazlarin siniflandirilmasi

Substrat segiciligine gore lipazlar 1,3-spesifik lipazlar, yag asidine spesifik lipazlar ve
spesifik olmayan lipazlar olmak {izere li¢ simifa ayrilmaktadir. 1,3-spesifik lipazlar,
trigliseridlerin hem sn-1 hem de sn-3 numarali pozisyonundaki ester baglarinin
hidrolizini katalizlemektedirler (Sekil 2.3.). Bu lipaz grubuna insan pankreatik lipazi,
Aspergillus niger, Rhizomucor delemar, Rhizomucor miehei ve Mucor javanicus

lipazlar verilebilir [25, 26].
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Sekil 2.3. (a) Spesifik olmayan lipaz reaksiyonu, (b) 1,3-spesifik lipaz reaksiyonu [27]

Yag asidine spesifik lipazlar, cis-9 pozisyonunda c¢ift bag iceren uzun zincirli yag
asitlerin esterlerini hidrolize ederler. Yag asidine spesifik lipazlarin en yaygin 6rnegi
oleik aside spesifisite gosteren Geotrichum candidum lipazidir. Spesifik olmayan
lipazlar ise yag asidinin pozisyonundan bagimsiz olarak yag asitleri ile gliserid
arasindaki baglarin hidrolizi katalizlemektedirler (Sekil 2.3.). Bu lipazlarin 6rnekleri

Candida rugosa, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureu lipazlaridir [25, 26].

2.4. Lipaz kaynaklan



Lipazlarin ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmalari, lipaz kaynaklarina olan ilgiyi de
tazelemistir. Lipaz kaynaklar1 arasinda hayvanlar, bitkiler, mantarlar ve
mikroorganizmalar yer almasina ragmen, endiistriyel uygulamalarda daha ¢ok maya ve
bakterilerden elde edilen lipazlar kullanilmaktadir [28]. Bu duruma mikrobiyal
lipazlarin, katalitik aktivitelerin ¢esitliligi, notr veya alkali pH degerlerinde daha yiiksek
aktivite gdstermeleri, yiiksek verimi, genetik manipiilasyon kolayligi, hizli biiylimeleri,
kolay iretilmeleri, kiiltir kosullarimin ucuzlugu ve mevsimsel degisimlerden
etkilenmemeleri diizenli olarak tedarik edilebilmeleri gibi avantajlar tasimalari neden

olmaktadir [2].

2.4.1 Mikrobiyal lipazlar

Mikrobiyal lipazlar denince psikrotrofik bakteriler, mayalar ve kiif mantarlarindan elde
edilen lipazlar akla gelmektedir. Lipaz iireten baslica mikroorganizmalar Tablo 2.1°de

verilmigtir.

2.4.1.1 Bakteriyel lipazlar

Bakteriyel lipazlar ilk olarak 1901 yilinda Serratia marescens ve Pseudomonas
aeruginosa izolatlarinda kesfedilmistir. Bu tarihten itibaren bagka bakteri tiirleri
tarafindan iiretilen bir¢cok yeni mikrobiyal lipaz kesfedilmistir [29]. Lipaz {ireten baglica
gram (-) bakterilere Pseudomonas sp., Alcaligenes sp., Aeromonas sp., Acinetobacter
sp., Flavobacterium sp., koliformlar ve Serratia marescens Ornek olarak verilebilir.
Lipaz iireten baslica gram (+) bakterilere ise Micrococcus sp., Lactobacillus sp.,

Bacillus sp., Arthrobacter sp. ve S. carnosus 6rnek olarak verilebilir [30].

2.4.1.2. Fungal lipazlar

Lipaz iireten funguslara Mucor lipolyticum, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum,

Penicillium roqueforti, Aspergillus niger 6rnek olarak verilebilir [30].

2.4.1.3 Maya lipazlar

Lipaz treten mayalara C. antarctica, C. curvata, C. cylindracea, C. deformans, C.
foliorum, C. lipolytica, C. mogii, C. paralipolytica, C. quilliermondii, C. tropicalis, C.
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tsukubaensis, C. utilis, H. anomala, M. lipolytica, P. acaciae, R. pilimonae, R. rubra, S.

carlsbergensis, S. cerevisiae,

S. lipolytica, S. vinii, Saccharomycopsis lipolytica, T.

apicola, T. candida, T. ernobii ve Y. lipolytica 6rnek olarak verilebilir [30].

Tablo 2.1. Lipaz iireten mikroorganizmalar [30]

Bakteriler

Gram [-] Bakteriler

Pseudomonas sp.
Alcaligenes sp.
Aeromonas sp.
Acinetobacter sp.

Flavobacterium sp.

P. aeruginosa, P. fluorescens, P. fragi, P. putida

Serratia marescens

Gram [+] Bakteriler

Micrococcus sp.
Lactobacillus sp.
Bacillus sp.
Arthrobacter sp.

B. stearothermophilus

Staphylococcus carnosus

Funguslar

Mucor lipolyticum
Rhizopus delemar
Geotrichum candidum
Penicillium roqueforti
Humiloca lanuginosa

Aspergillus niger

Mayalar

Candida sp.

Rhodotorula sp.

Saccharomyces sp.

Saccharomycopsis sp.

Torulopsis sp.

C. antarctica, C. auriculariae, C. curvata,
C.cylindracea, C. deformans, C. foliorum, C.lipolytica,
C. mogii, C. utilis, C. paralipolytica, C. tropicalis,
C. tsukubaensis, C. quillermondii

Hansenula anomala

Mpycotorula lipolytica

Pichia acaciae

R.pilimonae, R. rubra

S. carlsbergensis, S. cerevisiae, S. lipolytica, S. vinii
Saccharomycopsis lipolytica

T. apicola, T. candida, T. ernobii

Yarrowia lipolytica




2.5. Lipazlarin hiicredeki lokasyonu

Bakteriyel lipazlar hiicre i¢i, membrana bagli veya hiicre dis1 olabilir. Hiicre dist
lipazlar, kiiltiir ortamindan geri kazanilir ve daha sonra saflastirilirken, hiicre i¢i lipazlar
ise hiicre i¢inde veya hiicre duvarinda kalir [31]. B. clausii yalnizca hiicre i¢i lipaz
tireten bir tiir olarak rapor edilmistir. Sadece hiicre i¢i lipaz iireten izolatlar gliserol ve
basit lipidler iceren ortamlarda gelisebilirken, uzun zincirli trigliseritler {lizerinde
gelismezler [32]. Ertugrul ve calisma arkadaslar1 2007 yilinda, Bacillus sp. igerisinde
hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 lipaz iiretimini rapor etmislerdir [33]. Boekema ve
arkadaslar1 2007 yilinda, membrana bagli saperonlar tarafindan birikmis hiicre i¢i
lipazin salgilanmasinin bir sonucu olarak hiicre dis1 lipaz {iretimini gézlemlemislerdir

[34].

Bakteriler tarafindan iiretilen lipolitik enzimlerin hiicre digina transferi belli yollar
araciligiyla olmaktadir. Gram-pozitif bakterilerde, salgilanan enzimler tek bir
sitoplazmik membrani gegerler. Gram-pozitif bakterilerin bir kismi i¢erdikleri bir sinyal
sayesinde Sek (genel protein sekresyonu)-bagimli yol ile yer degistirirler. Gram negatif
bakteriler ise hem i¢ hem de bir dis membrana sahip olduklar1 i¢in dis ortama
salgilanacak proteinlerin bu iki membrani da ge¢mesi gerekmektedir. Gram-negatif
bakterilerde salgilanacak olan enzimler de Sek (genel protein sekresyonu)-bagimli yol
ile i¢ zardan gecebilirler. Ayrica hem gram negatif hem de bazi gram pozitif bakteriler
tarafindan kullanilan diger bir yol ise bu yolu kullanan proteinlerin, sinyal dizilerinde
ikiz arjinin translokasyon motifi igermeleri sebebiyle Tat (Twin-Arginin Translocation)
olarak adlandirilan yoldur. Sec ve Tat sekresyon yollart hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilerde proteinlerin i¢ zar boyunca yer degistirmelerine aracilik

etmektedirler [35].

Gram negatif bakterilerde lipazin dis ortama salgilanmasinda Tip I (ABC transporter) ve
tip II sekresyon aracili yolaklar ve ‘kendinden salgilanan® enzimler olmak iizere iki
farkli tipte salgi sistemi bulunmaktadir. Tip I Salgilama Sistemi’nde (T1SS), ii¢ protein
alt biriminden olusan bir yap1 kullanilarak lipaz dis ortama tagmir. Bu yapi bir i¢ zar
ATPaz’1, i¢ ve dis zar arasinda koprii gérevi géren bir membran fiizyon proteini ve bir

dis zar proteininden olusmaktadir. Tip II Salgilama Sistemi (T2SS) ise, Sek ve Tat
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sekresyon yolaklarina dayanmaktadir. Katlanmamis durumdaki bakteriyel lipazlar,
sekresyon yolaklar1 araciligiyla katlanmanin gergeklesecegi periplazmik bosluga
salgilanir. Burada lipaz-spesifik foldaz denilen saperon yardimi ile katlanan lipazlar

daha sonra bir tagiyici kompleks tarafindan dis ortama tasinmaktadir [36, 37].

2.6. Mikrobiyal lipaz iiretimine etki eden parametreler

Bakteriyel lipazlar ¢ogunlukla hiicre disidir ve beslenme ile ilgili ve c¢esitli fizyo-
kimyasal faktorlerden biiyiikk Olciide etkilenirler. Lipaz iiretimine etki eden
parametrelerin ¢aligilmasi ve optimum kiiltiir ortaminin olusturulmasi ile maksimum
diizeyde lipaz tiretimi saglanabilir. Bu parametreler arasinda karbon ve azot kaynaklari,
aktivatorler, stimulatorler ve inhibitorler, ylizey-etki ajanlari, inkiibasyon siiresi ve

sicaklig1 ve besiyeri pH’s1 kosullar1 yer alir [38].

2.6.1. Karbon kaynagi

Karbon kaynagi, lipaz iiretim medyasinin ana bileseni oldugu gibi lipaz iiretiminin bir
indiikleyicisi olarak da kullanilabilir. Lipazlarin iretimi i¢in kiiltiir ortamlarinda glikoz,
sukroz, fruktoz, maltoz ve polisakkaritler gibi geleneksel karbon kaynaklar1 kullanilir
[39]. Geleneksel karbon kaynaklarinin yani sira, yaglar, yag asitleri, metil esterler,
aralar, safra tuzlar1 ve gliserol gibi hidrofobik substratlarin varligi genellikle lipaz

tretimini artirir [40, 41, 42].

Chaudhry Haider Ali ve arkadagslar1 2015 yilinda Exiguobacterium sp. lipazi igin lipaz
liretim ortamina zeytinyagi, fistik yagi, kolza yagi, misir yagi, aycicegi yagi ve badem
yag1 gibi farkli yaglarn ekledikleri ¢aligmada, zeytinyaginin lipaz tiretimini arttirdigini

rapor etmislerdir [43].

Rathi ve arkadaslarinin Burkholderia cepacia lipazi ile 2001 yilinda yaptiklar
calismada 16 farkl ticari yagin lipaz liretimine etkisini arastirmis ve daha yiiksek lipaz
aktivitesi sirasiyla hurma yagi, ardindan hindistan cevizi yag1 ve hardal yagi varliginda

gbzlenmistir [44].

Pogaku ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar ¢calismada ise glikoz, sakaroz, maltoz,

laktoz, nisasta gibi karbon kaynaklar1 arasinda Staphylococcus sp. LP12'den lipaz
10



liretimini arttiran optimum karbon kaynaginin nisasta oldugu bulunmustur. Ayni
calismada sentetik ve dogal lipit karbon kaynaklarmin da lipaz {iretimine etkisi
arastirtlmis ve Staphylococcus sp. LP12 lipazi iiretiminin uzun karbon zincirli dogal
yaglarda (hindistancevizi yagi, 6giitilmiis findik yag1 ve zeytinyagi) daha fazla oldugu
bulunmustur [45].

2.6.2. Azot kaynag

Lipaz iireten organizmanin biiylimesini ve sonu¢ olarak fermantasyon islemini
diizenlemek icin lipaz tiretim medyasinda bir azot kaynaginin bulunmasi gerekmektedir
[46,47]. Bakteriyel hiicre biiyimesi i¢cin maya ekstrakti, pepton, tripton ve sigir eti

ekstrakti gibi organik azot kaynaklar1 dnemlidir [48].

Lipaz iiretimi i¢in besiyerinde azot kaynagi olarak pepton ve maya ekstrakti kullanilan
tiirlere 0rnek olarak cesitli Bacillus spp (0r. B. alcalophilus, B. licheniformis H1), gesitli
psodomonadlar (6rn. Pseudomonas sp., P. fragi, P. fluorescens BW 96CC) ve
Staphylococcus haemolyticus verilebilir [49-54].

Oh ve calisma arkadaglari, tarafindan 1999 yilinda gercgeklestirilen c¢alismada S.
haemolyticus 1.62°nin lipaz iiretim besiyerinde tripton ve maya ekstrakti birlikte

kullanilmastir [53].

Chaudhry Haider Ali ve arkadaslar1 2015 yilinda Exiguobacterium sp. lipazi igin lipaz
liretim ortamina maya ekstrakti, pepton, tripton, jelatin ve sigir eti ekstrakti gibi farkl
organik azot kaynaklar1 ekledikleri ¢alismada, lipaz liretimini en ¢ok maya ekstraktinin

arttirdigini rapor edilmistir [43].

Pogaku ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ise sigir ekstrakti, maya
ekstrakti, proteoz pepton, tripton gibi azot kaynaklar1 arasinda Staphylococcus sp.
LP12'den lipaz iiretimini arttiran optimum organik azot kaynaginin pepton oldugu

bulunmustur [45].

Besiyerinde amonyum siilfat, amonyum kloriir, potasyum nitrat ve diamonyum hidrojen
fosfat gibi inorganik azot kaynaklarinin bulunmasi bazi durumlarda lipaz tiretimini

arttirmaktadir.
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Chaudhry Haider Ali ve arkadaglar1 2015 yilinda Exiguobacterium sp. lipazi i¢in lipaz
liretim ortamina amonyum siilfat, amonyum kloriir, {ire, amonyum fosfat ve potasyum
nitrat gibi farkli inorganik azot kaynaklar1 ekledikleri calismada, amonyum siilfat

haricindeki kaynaklarin lipaz iiretimini azalttigini rapor etmislerdir [43].

Rathi ve arkadaglarinin Burkholderia cepacia lipazi ile 2001 yilinda yaptiklar
calismada test edilen ¢esitli inorganik ve organik azot kaynaklar1 arasinda daha yiiksek
spesifik aktivite di-amonyum hidrojen ortofosfat ve potasyum nitrat varliginda

gbzlenmistir [44].

Pogaku ve arkadaglar1 ise 2010 yilinda gergeklestirdikleri calismada Staphylococcus sp.
LP12'den lipaz iiretimini arttiran optimum tuzun potasyum nitrat oldugunu rapor

etmislerdir [45].

Kamaladevi ve arkadaslarinin 2014 yilindakicalismasinda amonyum siilfat, amonyum
karbonat, jelatin, tripton ve potasyum nitrat gibi azot kaynaklar1 arasinda Aderomonas

veronii tarafindan lipaz iiretimini en ¢ok arttiranin jelatin oldugu belirtilmistir [55].
2.6.3. Inkiibasyon siiresi ve sicakhg

Inkibasyon siiresinin enzim iiretimi ile yakindan iliskili oldugu bilinmektedir.
Inkiibasyon sicaklig1 bakterinin gelisimini etkileyen énemli faktérlerdendir. Genellikle
bakterinin optimum iireme sicakligi ayni zamanda bakterinin en ¢ok lipaz {irettigi

sicakliktir.

Chaudhry Haider Ali ve g¢alisma arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
Exiguobacterium sp. BBX7 izolatindan maksimum lipaz iiretimi i¢in en uygun siire 48

saat olarak bildirilmistir [43].

Rathi ve c¢alisma arkadaslariin 2001 yilinda yaptiklart calismada inkiibasyon
periyodunun B. cepacia tarafindan lipaz iiretimine etkisi arastirilmis ve ¢alisilan farkli
inkiibasyon periyotlarindan (12, 24, 36, 48, 60 ve 72 sa.) 24 saatin enzim {iretimi i¢in
optimum inkiibasyon siiresi oldugu belirtilmistir. Ayrica enzim tiiretiminin logaritmik
fazda basladig1 ve duragan fazda zirveye ulastigi goriilmiistiir. Ayni ¢aligmada 25-55 °C

arasinda degisen sicakliklarin lipaz iiretimi iizerindeki etkileri incelendiginde ise, 50
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°C’nin hem biiyiime hem de enzim iiretimi i¢in optimum sicaklik oldugu gozlenmistir

[44].

Pogaku ve arkadaslar1 2010 yilinda Staphylococcus sp. LP12’nin inkiibasyon sicakligini
25-65 °C arasinda degisen sicakliklara ayarlayarak, lipaz iiretimine inkiibasyon
sicakliginin etkisini inceledikleri ¢calismada LP12 izolatinin maksimum lipaz irettigi

sicakligi 45 °C olarak rapor etmigtir [45].

2.6.4. Besiyeri pH’s1

Besiyerinin baslangic pH’s1 bakteri {iremesini ve dolayisiyla lipaz iiretimini
etkilemektedir. Genellikle bakteri liremesi i¢cin optimum pH degeri lipaz liretimi i¢in de

idealdir.

Chaudhry Haider Ali ve ¢alisma arkadaslari tarafindan besiyeri pH’sinin lipaz iiretimine
etkisi Exiguobacterium sp BBX7 izolatin1 farkli baslangic pH degerlerindeki (5-9)
besiyerinde inkiibe ederek arastirilmistir ve elde edilen bulgulara gére BBX7 izolatinin

lipaz tiretimi i¢in ndtral pH’y1 tercih ettigi bildirilmistir [43].

Rathi ve c¢alisma arkadaslar1 2001 yilinda gercgeklestirdikleri calismada besiyeri
pH’sinin B. cepacia tarafindan lipaz iiretimine olan etkisini incelemek ic¢in farkh
tamponlar (pH 3-6 i¢in sitrat-fosfat tamponlari, pH 7 i¢in sodyum-fosfat tamponu, pH
8-9 icin Tris-HCI tamponu, pH 10 i¢in glisin-NaOH, pH 11 i¢in fosfat-NaOH tamponu
ve pH 12 i¢cin KCI-KOH tamponu) kullanarak, iiretim ortaminin pH’sim1 pH 3-12

arasina ayarlamis ve lipaz tiretimi i¢in optimum pH’nin 7 oldugunu bildirmislerdir [44].

Pogaku ve arkadaslarinin 2010 yilinda Staphylococcus sp LP12 ile yaptiklar1 ¢calismada
s06z konusu izolat i¢in maksimum lipaz iiretiminin gerceklestigi pH degeri pH 8 olarak

belirtilmistir [45].

2.6.5 Yiizey-aktif maddeler

Siirfaktan varligi, maksimum lipaz tiretimi i¢in 6nemli 6n kosullardan biridir [43].

Chaudhry Haider Ali ve arkadaglar1 2015 yilinda Exiguobacterium sp lipazi igin lipaz
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iiretim ortamina SDS, Tween 20, Tween 80, ve Triton X-100 ise gibi farkh yiizey aktif
maddelerini ekledikleri ¢calismada, sirasiyla Tween 80 ve Tween 20’in lipaz liretimini
arttirdigini, SDS ve Triton X-100’{in ise lipaz lretimini azalttigini tespit etmislerdir

[43].

Pogaku ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada besiyerine eklenen ¢esitli
ylizey-aktif maddelerinin lipaz iiretimine etkisi incelenmistir ve Staphylococcus sp
LP12 lipazi iiretiminin Tween 80 varliginda arttig1, Tween 20 ve Triton X varliginda ise

azaldig1 belirtilmistir [45].
2.7. Lipaz aktivitesine etki eden faktorler
2.7.1. Sicakhik

Bir reaksiyonun hizi, sicakliktaki her 10 °C'lik artisla yaklagik iki katina cikar ve
enzimin yiiksek sicakliklarda kararli olmasi reaksiyonun verimliligini biiyiikk oranda

arttirtlabilir. Bu yiizden lipazlarin termal kararli olmasi istenen bir 6zelliktir [56].

Lipazlar esas olarak mezofilik ve termofilik mikroorganizmalardan elde edilir ve
sirastyla 35-50 °C ve 60-80 °C'de optimum aktiviteye sahiptir [57]. Cogu mezofilik
lipaz 70 °C'nin {izerindeki sicakliklarda kararsiz olmasina ragmen termo kararli lipazlar
organik coziiciiler ve deterjanlarin varliginda 100 °C'ye kadar aktivite gosterirler [58].
Ornegin, hipertermofilik arke Pyrobaculum calidifonti ve Pyrococcus furiosus ve asiri
termofilik bakteriler Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus ve Caldanaerobacter
subterraneus’den elde edilen termostabil lipazlar 90 °C’de aktivite gosterebilirler [59-

61].
2.7.2. pH

Molekiiller arasi elektrostatik bir protein ve substratinin arasindaki iliskiyi etkileyen
faktorlerin basinda gelir. Bir enzimin molekiiler yiizeyi iizerindeki elektrostatik
potansiyellerin dagilimi, pH’1n islevlerinden biridir ve belli dereceye kadar o enzimin
pH aktivite profilini belirler [62]. Enzim-substrat iligkisini etkileyen bir baska faktor de
enzimin aktif bolgesindeki kalintilarin varligr ve dagilimidir. Enzimin diizglin bir

sekilde ¢alisabilmesi i¢in bu kalintilarin uygun pH’ta ve uygun iyonik durumda olmasi
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gerekmektedir. Substratlarin ¢ogunun ayr1 iyonik Ozellikleri oldugu i¢in enzimin
optimum aktivite gosterebilmesi icin substratin 6zel iyonik tiirlerine ihtiya¢ duyulabilir

[63].

Enzimin reaksiyon hizinin pH’dan biiyiik Ol¢iide etkilendigi durumlarda, iyonize
edilebilir kalintilarin aktif bolgede oldugu diisiiniiliir. pH'a karst duyarlilik genellikle
katalizde yer alan kalintilarin iyonlagsma durumundaki bir degisikligi veya substrata

baglamay1 yansitir [64].

Genel olarak, lipazlar alkali veya notr optimum pH'a sahiptir ve pH 4-11 arasinda
stabilite gosterirler. Lipazlarin biiyiik ¢cogunlugu organik c¢oziiciilerde stabildir [20].
Neelambari ve arkadaslar1 2011 yilinda Aeromonas hydrophila lipazinin pH 5-11
arasinda aktivitesini korurken, pH 7,5-9,5 degerlerinde artan stabilite gosterdigini
belirlemislerdir [65]. Charoenpanich ve arkadaslari 2011 yilinda Aeromonas sp. EBB-1
lipazinin pH 6-8 degerlerinde 6 saat inkiibasyondan sonra aktivitesinin %80’ini
korudugunu rapor etmislerdir [66]. Sethi ve arkadaslar1 2016 yilinda A. ferreus'tan elde
edilen lipazin karakterizasyonunda, ilgili lipazin pH 6-9 degerlerinde kararli oldugunu

gostermistir [67].

2.7.3. Zaman

Sethi ve arkadaslar1 2016 yilinda inkiibasyon periyodunun (enzim-substrat reaksiyon
stiresi) lipaz iizerindeki etkisini, substrat ve enzimin 37 °C'de farkli siireler boyunca
(10-90 dk) inkiibe edilmesiyle arastirmiglardir. Maksimum aktivitenin 30 dk
inkiibasyondan sonra elde edildigini ve bu siireden sonra lipaz aktivitesinde diisiis

oldugunu belirtmislerdir [67].

2.7.4. Substrat

Enzim {retiminin ekonomik degeri, optimum iiretim i¢in kullanilan substrat ile
yakindan iligkilidir. Cesitli substratlarin lipaz iiretimi iizerinde faydali etkileri

bilinmektedir [55].

Kamaladevi ve arkadaslarinin 2014 yilinda tuz sahasindan izole edilen Aeromonas

veronii ile yaptiklar1 calismada, susam yagi, hindistan cevizi yagi, neem yagi, aygigegi
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yagi, dizel ve sivi parafin gibi farkli substratlarin enzim aktivitesine etkisini incelemis

ve en yiiksek aktiviteyi neem yagi varliginda gézlemlemislerdir [55].

Charoenpanich ve arkadaslart 2011 yilinda saflastirilmis Aeromonas sp. EBB-1
lipazinin, farkli karbon zinciri uzunlugundaki p-nitrofenil (pNP) esterlerine (pNP-asetat
(C2), biitirat (C4), kaprilat (C8), kaprat (C10), laurat (C12), miristat (C14), palmitat
(C16) ve stearat (C18) olan ilgisini arastirirken, ilgili lipazin en yiiksek aktiviteyi p-
nitrofenil palmitat (pNPP) substrati ile gosterdigini bulmustur [66].

Lee ve ¢alisma arkadaslar1 2003 yilinda Aeromonas sp. LPB 4 lipazinin substrat olarak
pNP-propiyonat ve pNP-kaprat kullanildiginda daha yiiksek aktivite gosterdigini
belirtmislerdir [68].

2.7.5. Cesitli maddelerin varhg:

Cesitli yiizey aktif maddelerin varlig1 lipazin katalitik aktivitesini etkilemektedir.
Lipazlarin katalitik aktivitesi i¢in substratin emiilsiyon i¢inde bulunmasi 6nem tasir.
Lipazlar “araylizey aktivasyonu” siireci dahil olmak {izere ¢cok karmasik katalitik etki
mekanizmalart sunarlar. Aktif bolgeye erisim, mobil kapagin agik ya da kapali konumda
olmastyla diizenlenir ve enzimin aktif veya inaktif olmasi saglanir [69]. Su ile kapagin
hidrofobik yiizii arasindaki olumsuz etkilesimi engelleyen emiilgatorler bulunmaktadir
ve her bir lipaz reaksiyonu i¢in uygun emiilsiyon yapimin belirlenmesi oldukca

Onemlidir [70].

Rathi ve arkadaglar1 2001 yilindaki calismalarinda B. cepacia tarafindan iiretilen
enzimin karaktarizasyonu i¢in Triton X-100, Tween 20, Tween 80, SDS, saponin,
sodyum kolat, sodyum taurokolat gibi ¢esitli yiizey aktif maddelerin varliginda enzim
ornegini inkiibe ederek bu maddelerin enzim aktivitesine etkisini test etmislerdir ve
enzimin hem iyonik hem de iyonik olmayan yiizey aktif maddelerde stabil oldugunu

tespit etmislerdir [44].

2.8. Lipazlarin endiistrideki kullanim ve biyoteknolojik 6nemi

Lipazlarin yiiksek 0Ozgiilliik dereceleri, organik ¢oziiciilerde kullanilabilmeleri ve

termostabiliteleri deterjan endiistrisi, gida endiistrisi, kagit hamuru ve kagit endiistrisi,
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sulu ortamlarda organik sentez ve biyo-doniisiim oleo kimya endiistrisi gibi bir ¢ok

endiistriyel alanda kullanilmalarina olanak saglamistir [42].

uygulamalar1 Tablo 2.2’de gosterilmistir.

Tablo 2.2: Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 [71]

Lipazlarin baglica

Endiistri Gorevi Uriin ya da uygulama

Deterjan Yaglarm hidrolizi Yag lekelerinin kumaslardan ¢ikarilmasi

Siit Uriinleri | Siit  yaginmn  hidrolizi, peynir | Siit, peynir ve tereyagindaki tatlandirici
olgunlagmasi, Tereyagr yaginin | maddelerin gelistirilmesi
modifikasyonu

Firin trinleri

Lezzet iyilestirme

Raf 6mrii uzamasi

Ickiler Gelistirilmis aroma Ickiler

Yemek sosu | Kalite iyilestirme Mayonez, soslar,

Saglikli Transesterifikasyon Saglikli yiyecekler

yiyecekler

Et ve balik Lezzet gelistirme Et ve balik tirinleri; yag giderme

Yag Transesterifikasyon, hidroliz Kakao yagi, margarin, yag asitleri, gliserol,
mono- ve digliseritler

Kimyasallar | Enantioselektiflik, sentez Kiral yapi taslari, kimyasallar

Farmasotik Transesterifikasyon, hidroliz Ozel lipitler, sindirim yardimcilari

Kozmetik Sentez Emiilgatorler, nemlendiriciler

Deri Hidroliz Deri iirtinler

Kagit Hidroliz Gelismis kaliteye sahip kagit

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklagtirilmasi

Kiiresel enzim pazarinin mevcut piyasasinda lipazlar, proteazlar ve amilazlarin ardindan
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iclincii sirada yer almaktadirlar. 2020 yilinda ise lipaz enziminin yillik pazarinin 590,5
milyon dolara ulagmasi 6n goriilmektedir [72]. Bir¢ok mikrobiyal lipaz, Amano
Enzyme Inc (Japonya), Biocatalysts (ingiltere), Novozyme (Danimarka), Genencor
(ABD) ve Unilever (Hollanda) gibi diinya capindaki enzim iireticileri tarafindan
ticarilestirilmistir [73]. Ticari olarak {retilen mikrobiyal lipazlar Tablo 3’de
gosterilmistir [13]. Mevcut lipaz piyasasi az sayida lretici tarafindan yonetilmekte ve
bu lipazlarin endiistriyel uygulamalar1 ¢cogunlukla deterjan endiistrisi, tatlandiricilar, siit

tirlinleri, kimyasallar, kagit hamuru ve kagit, deri ve biyoyakit alanlarindadir. [74].

Tablo 2.3: Ticari olarak iiretilen mikrobiyal lipazlar [13]

Kokeni | Organizma Biyoteknolojik kullanim Uretici
Mantar | Candida rugosa Organik Sentez Amano, Biocatalysts,
Boehringer Mannheim, Fluka,
Genzyme, Sigma
Candida antarctica A/B Organik Sentez Boehringer Mannheim, Novo
Nordisk
Thermomyces lanuginosus Deterjan katkist Novo  Nordisk, Boehringer
Mannheim
Rhizomucor miehei Gida Novo Nordisk, Biocatalysts,
Amano
Bakteri | Burkholderia cepacia Organik Sentez Amano, Fluka, Boehringer
Mannheim
Pseudomonas alcaligenes Deterjan katkisi Genencor
Pseudomonas mendocina Deterjan katkisi Genencor
Chromobacterium viscosum | Organik Sentez Asahi, Biocatalysts

2.8.1. Deterjanlar ve temizlik maddeleri

Yaglar1 hidrolize edebilmelerinden dolayi, lipazlar deterjan ve temizlik maddeleri
endiistrisinde 6nemli oranda kullanilirlar. Deterjan iiretiminde kullanilacak lipazlarin

stabil olmalari, diisiik substrat o0zgilligli, nispeten sert yikama kosullarina
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dayanabilmeleri ve alkali pH’da (pH 8-11) calisabilmeleri gibi 6zelliklere sahip olmasi
beklenmektedir. Protein miihendisligi ile bu 6zelliklere sahip olan lipazlar toz ve sivi
deterjanlar i¢in uygun yikama kosullar ile uyumlu hale gelir ve deterjan endiistrisinde
kullanilabilir [75]. Novo Nordisk (Danimarka) tarafindan ilk ticari lipaz LipolaseTM
1994 yilinda iiretilmis ve deterjan iiretimindeki artan lipaz ihtiyacin1 karsilamak

amactyla kullanilmistir [13].
2.8.2. Gida

Yaglar gidalarin 6dnemli bilesenleri arasinda yer alir. Bir trigliseritin beslenme degeri
yag asidinin gliserol omurgasindaki yeri, yag asidinin zincir uzunlugu ve doymamiglik
derecesi gibi faktorlerden onemli Olglide etkilenir. Lipazlar, gliseritteki yag asidi
zincirlerinin yerini degistirerek ve bir veya daha fazla yag asidini yenileriyle
degistirerek lipitlerin 6zelliklerini degistirmemizi saglar. Bu sekilde, nispeten ucuz ve
daha az arzu edilen bir lipit daha degerli bir yaga donustiiriilebilir [76]. Degeri yiiksek
bir triacilgliserol olan kakao yagi 1,3 pozisyonunda doymus yag asitleri (palmitik veya
stearik asit) 2 pozisyonuda ise doymamis yag asidi (oleik asit) igerir ve yaklasik 37
°C'lik bir erime noktasina sahiptir. Kakao yagi, agizda eridiginde yarattig1 ferahlama
hissi nedeniyle cikolata ve sekerleme endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Hidroliz ve sentez reaksiyonlari i¢eren lipaz tabanli teknoloji daha az degerli yaglardan
kakao yag1 esdegeri elde edilmesine imkan saglar. 1976 yilinda Unilever, immobilize
lipaz kullanilarak kakao yagi miimessili iiretilen hidroliz ve sentez reaksiyonlarindan
olusan bir yontem i¢in patent almistir, bu teknoloji glinlimiizde Quest-Loders Croklaan,

tarafindan immobilize R. miehei lipaz1 kullanilarak uygulanmaktadir [77].

Lipazlar cesitli igeceklerin lezzetini gelistirmek; peynirin olgunlagmasini hizlandirmak,
unlu mamiillerin raf dmriinii uzatmak, et ve balik {irlinlerinden de yaglarin ¢ikarilmasi
icin kullanilmistir. Ayrica bira ve sarap yapimu; siitiin islenmesi; meyve, et ve sebzelerin
islenmesi; seker ve sekerlemelerin islenmesi ve fruktoz iiretimi de gida endiistrisinde

lipazlarin yaygin olarak kullanildig1 alanlardandir [42].
2.8.3. Farmasotik

flaglarin ¢ogu kiraldir ve sadece belirli aktif stereoizomer istenen biyolojik aktiviteye
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sahipken, diger stereoizomerler sagliga zararli yan etkiler gosterebilmektedir [78].
Lipazlar regioselektif olduklar i¢in kiral molekiillerin enantiyomerleri arasinda ayrim
yapabilirler. Bu ozelliklerinden dolay1 lipazlar, farmasdtik alanda kullanilan 6nemli
biyokatalizorlerdendir. Farmasotik endiistrisinde lipazlarin  kullanildigi alanlardan
bazilar1 enantiomerik bilesiklerin ve rasemik esterlerin iiretimi, sentetik reaksiyonlarin
katalizi, optik olarak aktif kiral bilesiklerin hazirlanmasi i¢in kinetik rezoliisyon
islemidir. HIV'e karsi kullanilan homokiral bilesiklerin {iiretilmesi, alkaloidlerin,
antibiyotiklerin, sindirim yardimcilarinin, vitaminlerin, anti-timdr, antienflamatuar ve
antitromboz ajanlarin sentezi lipazlarin bu alandaki uygulamalarindandir [13].
Lipazlarin sentezinde kullanildigi bazi ilaglar naproksen ve ibuprofen gibi kiral
antienflamatuar ilaclar, anjiyotensin doniistiiricii enzim (ACE) inhibitorleri gibi
antihipertansif maddeler (6rn., kaptopril, enalapril,zofenopril ve lisinopril), diltiazem

gibi kalsiyum kanallarin1 bloke eden ilaglar olarak siralanabilir [79-81].

2.8.4. Kozmetik

Lipaz kullanilarak aroma ve koku bilesiklerinin sentezi miimkiindiir. Parfiimlerde ve
diger kisisel bakim iiriinlerinde kullanilan aroma maddelerinde alifatik ve aromatik
asitlerin esterleri, terpen alkolleri, aldehidleri ve fenolleri igeren alkoller yaygin olarak
bulunurlar [82]. Priya ve Cadha 2003 yilindaki ¢aligsmalarinda parfiim ve giines
kremlerinde kullanilan hidrosinnamik asit esterlerinin P. cepacia lipazi katalizli
sentezini incelemislerdir [83]. Agiz sular1 ve tirag kremleri bir nane aromasi ve bir
soguma hissi saglamak i¢in mentol igerir. Lipaz katalizli reaksiyonlarla (-) - mentoliin
transesterifikasyonu ile enantiyomerik olarak saf (-) - mentol esterleri elde edilebilir.
Dogal mentoliin tiikenebilir bir madde oldugu goz Oniine alindiginda, mentolun
esterlestirme islemi ile yapay olarak iiretilmesi akla yatkin bir yoldur. Mentol esterleri
ve benzer bilesikler tiretmek igin P. fluorescens ve P. cepacia'nin lipazlarinin
kullanildigr bir yontem Chaplin ve arkadaslari tarafindan patentlenmistir [84]. P.
cepacia lipaz1 kullanilarak (-) - mentolden -mentil metakrilat 16'nin enantiyoselektif
sentezi de rapor edilmistir [85]. Elde edilen bu son {iriin polimerize edilerek siirekli
salimli parfim olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak elde edilebilen Lipaz P (Amano)
kullanilarak (£)-metil-7-epicucurbate’den lipaz katalizli olarak bir bagka parfiim

bileseni olan bitki biiyiime faktorii (-) - metil jasmonat sentezlenmektedir [86].
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2.8.5. Deri

Deri endiistrisinde deri islenirken deri altindaki yag ve killarin giderilmesi islemi 6nem
arz etmektedir. Cesitli kimyasallarin kullanimi, 1s1 uygulanmasi ya da enzim kullanimi
gibi cesitli sekillerde bu islem yapilmaktadir. Organik c¢oziiciiler ve yiizey aktif
maddeler gibi kimyasallarin kullanildig1 geleneksel yontemlerde zararli son iirlinlerin
tiretilmesi c¢evreye zarar verebilir. Deri islemede lipaz veya proteaz gibi enzimlerin

kullanim1 daha ¢evre dostu bir yaklasim oldugu icin de tercih edilmektedir [2].

2.8.6. Kagit

Lipazlar kagit endiistrisinde kagit hamuru ve kagit imalatinda kullanilir. Lipazlarin
gbrevi regineyi, kagit yapimi icin iiretilen hamurdan ¢ikartmaktir. Regine ya da ahsabin
hidrofobik bilesenleri genellikle kagit iiretiminde sorunlara yol agar [23]. Nippon Paper
Industries (Japonya) tarafindan, C. rugosa'dan elde edilen fungal lipaz kullanilarak

recinedeki trigliseritlerin% 90’1mnin hidrolize edilebildigi bir yontem gelistirilmistir [13].

2.8.7. Biyodizel uygulamalari

Kiiresel 1sinma ve fosil yakitlarin tiikenmesi gibi diinya ¢apindaki sorunlarin ¢oziimii
icin alternatif enerji kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Mikroorganizmalar, bitkiler,
mikroalgler ve hayvansal yaglar gibi ¢esitli materyaller kullanarak biyodizel {iretimi bu
soruna Onerilen etkili ¢oziimlerden biridir [87]. Biyodizelin diger enerji kaynaklarina
kiyasla sahip oldugu avantajlar arasinda petrol tiirevi olmamasi ve daha az zehirli
olmas1 ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilmesi; biyolojik olarak parcalanabilir
olmasi sayilabilir [88]. Diinya genelinde biyodizel kullaniminin artmasi petrole olan
bagimliligin azalmasina ve petrolden kaynakli sorunlarin oniine gecilmesine sebep

olacaktir [89].

Biyodizel esas olarak, bitkisel, hayvansal, mikrobiyal veya atik yaglarin
trigliseridlerinin kisa zincirli bir alkol (metanol veya etanol) ile bir katalizor varliginda

transesterifikasyonu ile sentezlenir [90].

21



(|3H2— OCOR1 CH—OH R1—COOCH:s

Lipaz |
CH—OCOR:2 + 3HOCHs «———= CH—OH + R>— COOCHj3
CH—OCORs3 CH—OH R3— COOCHz3
Trigliserit Metanol Gliserol Yag asidi metil esterleri

(Biyodizel)
Sekil 2.4. Lipaz katalizli transesterifikasyon reaksiyonu [90]

Transesterifikasyon i¢in kullanilan katalizorler asitler, bazlar, serbest veya immobilize
enzimler olabilir. Alkali veya asit katalizorlerle kiyaslandiginda enzimler tekrar
kullanilabilir olmalari, daha az basamakta ve daha az enerji kullanarak biyodizel
iretilmesine olanak saglamalari, yan iriin olarak daha yiiksek kalitede gliserol agiga
cikarmasi gibi 6zelliklerinden dolayr potansiyel olarak daha yararlidir [91]. Bakteriler
ve funguslardan elde edilen lipazlar, mikroorganizmalara 6zgii avantajlarindan dolay1
transesterifikasyon i¢in diger kaynaklardan elde edilen lipazlara gére daha yaygin
olarak kullanilir. Biyodizel sentezi i¢in en ¢ok kullanilan bakteriyel lipaz P. cepacia

lipazidir [92].

2.8.8. Diger uygulamalar

Lipazlar bilimsel aragtirmalarda hidroliz, sentez, analiz reaksiyonlar1 ve
biyotransformasyonlar i¢in arastirma araglari1 olarak kullanilir [42]. Ayrica lipazlar atik
sularin aritilmasi, yag isleme fabrikalarinin ve restoranlarin atiklarinin temizlenmesi

gibi ¢esitli biyoremediasyon ¢alismalarinda da kullanilmaktadir [93].

2.9. Lipolitik aktivite tayin metotlari

Enzimlerin endiistride etkin bir sekilde kullanilabilmesi igin kritik adimlardan biri
enzim preparatlarinin enzimatik aktivitesinin belirlenmesidir.  Bu yiizden lipaz
aktivitesini 6lgmek i¢in uygun ve dogru yontemler olusturmak biiyiik 6neme sahiptir.
Uygun reaksiyonlarin ve substratlarin se¢imi, aktivite analizi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu
nedenle, temel prensipleri (kinetik veya son nokta), substrat segiciligi, duyarlilik ve
uygulanabilirli§i agisindan farklilik gosteren ¢ok cesitli lipaz analiz yontemleri

gelistirilmistir [94].

Lipazin katalizor sistemleri sulu bazli ortamlar ve organik ortamlar olmak iizere iki
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kategoriye ayrilabilir. Yaygin olarak, lipaz suda iyi ¢oziinebilen ve stabil olan bir
enzimdir. Bununla birlikte lipaz substratlar1 genellikle suda ¢dziinmez. Bu nedenle,
substratlar Once organik ¢oOziiciiler i¢inde ¢oziilmeli ve daha sonra tampon ile

karistirilmalidir [95].
2.9.1. Kalitatif metotlar

Dogal uzun zincirli trigliseridlerle kiyaslandiginda tributrin lipazlar i¢in daha avantajh
bir substrattir. Bu avantajlarin basinda c¢esitli emiilgatorlere ihtiyag duymaksizin
zeytinyaginda homojen olarak dagilmasi gelmektedir. Ayrica bilinen tiim lipazlar
tribiitrini katalizleyebilirler. Tribiitrinin hidroliziyle olusan {irlinler suda ¢oziiniirdiir ve
genis bir pH araliginda titre edilebilir. Bu gibi nedenlerle sentetik tributrin substrati,
lipazlarin bir¢ok calismasinda kullanilmaktadir [96]. Tribiitrinin kalitatif lipaz
analizlerinde kullanilmas1 tribiitrin substratinin agara eklenmesiyle yapilmaktadir. Agar
plakta mikroorganizma iiremesi olan kisimlarda seffaf zon olusumu ilgili

mikroorganizmanin lipaz iiretimine isaret etmektedir [97].

Tween 80 de lipaz aktivitesinin kalitatif tayininde siklikla kulanilan substratlardandir.
Ik yontemde anlatilana benzer olarak, agar plakta seffaf zon olusumu lipolitik aktiviteyi

isaret etmektedir [98].

pH gostergeleri olan fenol kirmizisi, Victoria mavisi gibi kromojenik substratlar iceren
plaklar da lipolitik aktivitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Lipoliz sonucunda
serbest kalan yag asitleri pH'ta diisiise neden olur ve gostergenin renginde degisiklik

olur [99].

Lipolitik aktivite tayininde yararlanilan bir diger yontemde ise Rodamin B agar
kullanilmaktadir. Bu yontemde Rodamin B agar igeren plaklarda olusan floresan
turuncu haleler lipolizi gostermektedir. Floresan 1s1ma, Rodamin B’nin uzun zincirli bir

yag asit konjugatinin olusmasindan kaynaklanmaktadir [100].
2.9.2. Kantitatif metotlar

Lipaz aktivite analiz yontemlerinin ¢ogu, substrat olarak gesitli zincir uzunlugundaki

yag asitlerinin pNP esterlerini (pNP-palmitat, pNP-laurat, pNP-kaprilat, pNP-asetat,
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pNP-valerat vb.) kullanan hidrolitik analizlere dayanir [101]. Lipaz aktivitesinin
kantitatif olarak tayininde yaygin olarak kullanilan yontemlerin basinda Winkler ve
Stuckmann tarafindan belirlenen pNPP analizi gelmektedir [102]. Bu test protokoliiniin
esast, pNPPnin enzimatik hidroliziyle agiga ¢ikan pNP’nin 410 nm'de kolorimetrik
tahminine dayanmaktadir. Bir birim enzim aktivitesi, dakikada 1 pmol nitrofenol
serbest birakan enzim miktar1 olarak tanimlanir. Winkler ve Stuckmann tarafindan
belirlenen orjinal yontemde, 10 ml ¢oziicli (izopropanol) icinde ¢oziilmiis pNPP (30
mg) ve 90 ml fosfat tamponu (pH 7,0) i¢inde ¢oziilmiis sodyum deoksikol ve arabik
gam ile hazirlanan ve son pNPP konsantrasyonu 790 um olan substrat soliisyonunun 2,4
ml'sine, 0,1 ml enzim soliisyonu eklenir ve reaksiyon istenen sicaklikta ve inkiibasyon
stiresinde gergeklestirilir. Ac¢iga ¢ikan tirlin miktar1 (pNP), spektrofotometrik olarak
tahmin edilir [102].

=]

o (CHa)aCHs OH
lipaz i
T HO + J\
HO {CHa} 4 CHy
MO MO pﬂh:ﬂlhk a_fdt
p-MNPP NP

Sekil 2.5. pNPP’nin lipaz katalizli hidroliz reaksiyonu [103]

Bu yontem hizli ve basit olmasi gibi nedenlerle titrimetri gibi rutin olarak kullanilan
diger protokollerden daha avantajlidir. Bununla birlikte, pNPP’nin substrat olarak
kullanildigr bu yontemde ¢ogu zaman substratin sulu ortamda diisiik ¢oziiniirliigii bir
sorun olmaktadir. Enzim reaksiyonunu takiben olusan bulanikligin pNPP’nin suda
¢oziinmemesinden mi yoksa reaksiyon sonucunda aciga c¢ikan yag asitlerinden mi
kaynaklandigi tam olarak anlagilmayabilir. Bu karisikliga meydan vermemek igin
pNPP’nin suda ¢oziinememesinden kaynakli bu bulanikligi reaksiyon ¢ozeltisinden
cikarmak gerekmektedir. Triton X-100 bu amagla substrat soliisyonuna eklenen
maddelerdendir. Triton X-100, pNPP’nin enzimatik hidrolizine bagl olarak salinan yag

asitlerinin dispersiyonuna ve boylece seffaf bir ¢cozelti elde edilmesine neden olan bir
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stirfaktandir. Ayrica ortama bir ylizey aktif maddenin eklenmesi, reaksiyon karisiminda
bulunan organik ve sulu faz arasindaki yilizey gerilimini azaltir ve emiilsifikasyon

oranini arttirir [104].
2.10. Saflastirma yontemleri

Bakteriyel lipaz, lic ana teknigi birlestiren fermantasyon siirecleri kullanilarak elde
edilir: daldirmali fermantasyon, kati1 hal fermantasyonu ve immobilize hiicre
fermantasyonu. Ancak, fermantasyon siireci sonucunda, arzu edilen bilesenlerin yani
sira, arzu edilmeyen yan triinler de {retilir. Bu yilizden fermante broth belli yontemlerle
saflagtirilmalidir [105]. Ticari lipazlar genellikle hiicre dis1 oldugundan, saflastirma
islemleri genis olmakla birlikte kolaydir. Oncelikle mikrobiyal hiicreleri uzaklastirmak
icin kiiltiir ortam1 santrifiij ya da filtre edilir. Ham enzim kaynagi olarak kabul edilen
hiicre igermeyen siipernatant konsantre edilmek icin ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ile
¢oktiirme gibi On saflagtirma adimlarina tabi tutulur [106]. Bunu takiben ¢okeltme, jel
filtrasyonu, afinite kromatografisi ve iyon degisimi kromatografisi gibi tekniklerin bir
kombinasyonu ile lipazlarin  saflagtirilmas1  saglanmaktadir  [42,  107].
Immiinopiirifikasyon ve membran teknolojisi gibi yontemler de lipaz saflastiriimasinda

kullanilan yeni stratejilerdendir [108].
2.11. Aeromonas spp.

Aeromonas spp. Aeromonadaceaec familyasinda yer alan fakiiltatif anaerobik,
kemoorganotrofik, katalaz ve oksidaz pozitif, gram-negatif mikroorganizmalardir.
Genelde c¢ubuk seklinde olup tek kutuplu flagellum tasirlar ve hareketlidirler.
Aeromonas spp. Enterobacteriaceae ile bircok biyokimyasal 6zelligi paylasmasina
ragmen, oksidaz testinde pozitif olmalari ile kolayca ayirt edilirler. Genel olarak, bu
cinsin lyeleri karakteristik olarak ii¢ biyokimyasal olarak farklilagtirilmis gruba
(Aderomonas hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria) ayrilir ve bunlara son
zamanlarda yeni tilirler eklenmistir [109]. Aeromonas caviae CSBO04'lin taramali

elektron mikroskobu (SEM) fotografi Resim 2.1°de sunulmustur [110].
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Resim 2.1. Aeromonas caviae CSB04'in taramali elektron mikroskobu fotografi [110]

Aeromonas spp. 22-35 °C arasindaki sicakliklarda biiyiirler, ancak birkag tiirde biiyiime
0-45 °C araligindaki sicakliklarda olabilir [111]. Tiim Aeromonas spp. pH 4,5-9
arasinda gelisebilir fakat optimum pH aralig1 5,5-9 arasindadir. Aeromonas spp. % 0-4

arasindaki sodyum kloriir konsantrasyonda optimum biiylime gosterirler [112].

Aeromonas spp. neredeyse tiim ¢evresel nislerden izole edilebilecek, her yerde bulunan
organizmalardir. Genellikle sucul ortamlarda bulunan bu mikroorganizmalar et, siit ve
sebzeler gibi farkli gida maddelerinden de izole edilebilirler [113]. Aeromonas cinsine
ait bakterilerin bulundugu sucul ortamlara yiizey sulari, yeralti suyu, klorlu igme suyu,

klorsuz igme suyu, siselenmis maden suyu 6rnek verilebilir [114-116].

Aeromonas spp. oksidaz, katalaz, nitrat rediiktaz, lipaz, proteaz, amilaz gibi ¢esitli hiicre
dis1 enzimler Tretirler, bu enzimler aeromonadlarin ekolojileri, sagkalimi ve

patojenitesinde rol oynamaktadirlar [117].

2.12. Aeromonas spp.’de lipaz iiretimi

Aeromonas spp., konak hiicrenin plazma zarinin degistirilmesinde rol oynayan ve bu
sayede enfeksiyonun siddetini artiran dort farkli hiicre dis1 lipaz (lip, lipH3, pla ve plc)
salgilarlar [118].
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A. hydrophila lipazi Anguita ve arkadaslar1 tarafindan, 4. sorbia LP004 lipaz1 ise
Lotrakul ve Dharmsthiti tarafindan rapor edilmistir [119,120]. Neelambari ve
arkadaslar1 2011 yilinda denizden izole edilen tuza tolerantli A. hydrophila izolatinin
lipaz {iirettigini belirlemis ve enzim iiretimi i¢in optimum kosullar1 arastirmiglardir [65].
Charoenpanich ve arkadaglar1 2011 yilinda Aeromonas sp EBB-1 lipazim1 rapor
etmislerdir [66]. Lee ve ¢alisma arkadaslar1 ise 2003 yilinda Aeromonas sp LPB 4
lipazin1 saflastirtp karakterizasyonunu yapmigslardir [68]. Kamaladevi ve c¢alisma
arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda gerceklestirilen ¢alismada tuz sahasindan izole

edilen A. veronii lipazi rapor edilmistir [55].

27



3.BOLUM
MATERYAL ve YONTEM
3.1. Orneklerin toplanmasi

Calismada kullanilan ornekler ekstrem c¢evre sartlarindan elde edilmistir. Toprak
ornekleri Nevsehir il¢esi Giilsehir civarindaki patates fabrikasi atik alani, mandira siit
toplama alan1 gibi yag ile kontamine edilmis topraklardan, su ornekleri ise Aksaray
civarindaki (Asag1 Ziga, Narligdl, Ko¢ Pmar1) kaynak sularindan alinmistir. Yag ile
kontamine toprak ornekleri toprak yiizeyinin 4-5 cm altindan steril spatiiller ile alinmis
ve steril kaplara konulmustur. Ornekler ilerleyen analizlerde kullanilmak iizere

laboratuvara transfer edilmistir.
3. 2. Lipolitik bakterilerin izolasyonu

Yag ile kontamine toprak 6rnekleri seri diliisyonla 10™" den 10 e seyreltilmis ve yayma
ekim yoOntemiyle tribiitrin agar besiyeri igeren petrilere ekilmistir. Tribiitrin agar
besiyeri 10 g/L agar-agar, 5 g/L. pepton ve 3 g/L pepton icerecek sekilde hazirlanip 121
°C’de 15 dk 1,5 atm basing altinda otoklavla sterilize edilir ve 60 °C’ye sogutulan
besiyerine % 0,1 tribiitrin ilave edilir. Tribiitrin agar besiyeri igeren plaklara yayma
ekim ile ekilen ornekler 37 °C’de 24-48 saat boyunca inkiibe edilmistir. 24-48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda seffaflik zonu gosteren 80 koloni saflastirilmistir. Bu

izolatlara ait 6rnek kodlar1 ve alindiklar1 bolgeler Tablo 4.1°de verilmistir.
3. 3. Ekstraselliiler lipaz aktivitesinin kalitatif tayini

Lipaz aktivitesinin kalitatif tayininde tribiitrin agar kullanilmustir. Izolatlarin aktif
kiiltiirlerinin ODggo degerleri esitlenmis ve zon caplarinin belirlenmesi i¢in, tribiitrin
agarda acilan zonlara her izolattan 100’er ul mikropipet ile ekilmistir. Petri kaplar1 37
°C’de 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tribiitrin
agarda iyi ve orta ¢apta zon olusturan 24 izolat kalitatif ve kantitatif lipaz analizlerinde
kullanilmak iizere secilmistir. Segcilen izolatlardan EK-1, EK-13 ve EK-41’in seffaf zon

fotograflar1 Resim 4.1’de verilmistir. Ayrica tiim izolatlarin tribilitrin agarda
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olusturduklar1 seffaf zon caplari Tablo 4.2°de verilmistir. izolatlar daha sonraki

deneylerde kullanilmak tizere gliserol stoklar igerisinde -20 °C’de muhafaza edilmistir.
3. 4. Lipolitik izolatlarin inkiibasyon sicakhiginin belirlenmesi

Secilen izolatlarin tireme ve sicaklik iliskisi 25, 30 ve 37 °C olmak {izere secilen 3 farkl
sicaklik i¢in aragtirllmugtir. 24. Saatteki ODgop degerleri degerlendirilerek optimum
inkiibasyon sicaklig1r 30 °C olarak belirlenmis ve sonraki inkiibasyonlar bu sicaklikta

yapilmigtir.
3.5. Lipolitik izolatlarin Gram boyanma o6zelliginin belirlenmesi

Gliserol stokdaki izolatlar 2 kere nutrient broth besiyerinde aktiflestirildikten sonra
nutrient agar besiyeri igeren petrilere tek koloni ekimi ile ekilmistir. Secilen tek
koloniler Gram boyama ile boyanip orneklerin 1s1k mikroskobunda 100x immersiyon
objektifinde incelemeleri sonucu Gram boyanma o6zelligi belirlenmistir. EK-41

izolatinin 100x objektifteki goriintiisii Resim 4.2.’de verilmistir.
3.6. Lipolitik izolatlarin biiyiime egrilerinin belirlenmesi

Gliserol stoktan 2 kere aktiflestirilen 6rneklerin ODgoo degerleri 1’e esitlenerek, nutrient
broth besiyerine ekilmis ve inkiibasyona birakilmigtir. Her saat basinda orneklerin
ODgoo’deki absorbanslart olgiilerek biiylime egrileri olusturulmustur. Bdylece biitiin
izolatlarin biiyiime fazlar1 ile zaman iliskisi belirlenmistir. izolatlardan EK-2 ve EK-

55’in biiytime egrilerine (Sekil 4.1 ve 4.2) sonuglar kisminda yer verilmistir.
3.7. Lipolitik izolatlarin koloni olusturan birim sayisinin hesaplanmasi

Gliserol stoktan 2 kere aktiflestirilen drneklerin ODggo degerleri esitlenerek, esit ODgo
degerindeki (ODgo=1) orneklerden 10" ve 10® araliginda seri diliisyonlar yapilmustir.
Serum fizyolojikte seyreltilen 6rnekler nutrient agara yayma ekim ile ekilerek 30 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda plakta olusan koloniler
sayilarak elde edilen degerler asagidaki formiile yerlestirilerek ml’deki koloni olustiran

birim (cfu/ml) sayis1 hesaplanmistir ve sonuglar Tablo 4.3’te verilmistir.
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cfu C
ml ~ Vs*d(nl+(0,1%n2))

(3.1)

Bu formiile gore; cfu/ml ml’deki mikroorganizma sayisini, C sayimi yapilan tim
petrilerdeki koloni sayisini, V sayimmi yapilan petri kutularina aktarilan hacmi (ml), nl
ilk seyreltiden yapilan sayimlarda sayilan petri kutusu adedini, n2 ikinci seyreltiden
yapilan sayimlarda sayilan petri kutusu adedini, d ise sayimin yapildig1 ardisik iki

seyreltiden daha konsantre olanin seyreltme oranini ifade etmektedir.

3.8. Ekstraselliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini

Ektstraselliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayininde birkac¢ degisiklikle Winkler ve
Stuckman tarafindan belirlenen pNPP testinden yararlanilmistir [102]. Bu metot
pNPP’nin enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen pNP’nin OD4;p nm’de

kolorimetrik olarak tespitine dayanmaktadir.

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde pNP standart egrisinden (Sekil 3.1)
yararlanilmistir. Standart egriyi ¢izmek i¢in derigimi bilinen (100 uM) pNP’den seri
dilisyonlar hazirlanmig (Resim 4.3.) ve ODsy nm’deki absorbans degerleri

belirlenmistir. Bu grafigin denkleminden yararlanilarak enzim aktivitesi belirlenmistir.

pNP Standart Grafigi
1
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Sekil 3.1. pNP standart egrisi
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pNPP testinde kullanilacak izolatlar gliserol stoklardan 2 kez aktiflestirilmistir. Aktif
izolatlar %3’liikk ekimle (ODgpp=0,8) nutrient broth besiyerinde 30 °C’de logaritmik
fazin sonuna kadar inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiir ortami 5000 g’de 10 dk
boyunca santrifiij edilmistir. Slipernatant membrandan gecirilerek filtre edilmis ve filtrat
enzim aktivitesi tayini icin ham enzim kaynag olarak kullamlmustir. Ilerleyen
deneylerde ise enzim kaynagi olarak saflagtirma basamaklarindan elde edilen 6rnekler

kullanilmastir.

Lipaz testi icin A ve B soliisyonu olarak adlandirilan iki farkli soliisyon hazirlanmstir.
A soliisyonu 27 mg pNPP/1 ml izopropanol igerirken, B soliisyonu 9 ml 50 mM Tris-
HCI (pH 8), % 0.11 arabic gum ve % 0,44 Triton X-100 i¢cermektedir. Denemelerden
once A ve B soliisyonlar1 karistirilip test soliisyonu elde edilmistir. 100 pl siipernatant
ve 900 ul test soliisyonu karistirilip 30 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir. OD4;9 nm’deki
absorbans degerleri belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerleri ve pNP standart
egrisi kullanilarak asagidaki formiile gore enzim aktivitesi hesaplanmistir. Enzim
aktivite sonuglart Sekil 4.3’te, EK-33 ve EK-55 izolatlarinin pNPP testinde inkiibasyon
sonrasindaki goriintiileri ise Resim 4.4’te gosterilmistir. Deneylerde kor olarak
inkiibasyonda kullanilan besiyeri kullanilmistir.

Aktivite = w (3.2)

T XVE

Bu formiile gore; aktivite enzim aktivitesini (U/ml dk), AC absorbans/egimi, VE toplam
enzim hacmini, T zamani (dk), VT toplam reaksiyon hacmini, SF ise seyreltme

faktorinu ifade etmektedir.
3.9. Protein miktarimin belirlenmesi

Orneklerin igerdigi protein miktarinin belirlenmesi igin Bradford protein testi
uygulanmustir [121]. Derisimi bilinen bovin serum albuminden (BSA) seri diliisyonlarla
seyreltme yapilmis ve 595 nm’de absorbans degerleri olgiilerek BSA standart egrisi
(Sekil 3.2.) ¢izilmistir. Testte pNPP testinde kullanilan &rneklerin 100 pl’si
kullanilmistir ve toplam protein miktar1 belirlenmistir. Ilerleyen deneylerde ise enzim

kaynag1 olarak saflastirma basamaklarindan elde edilen 6rnekler kullanilmistir.
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BSA standart egrisi
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Sekil 3.2. BSA standart egrisi

Bradford protein testi ile Orneklerdeki protein miktar1 belirlenmistir. Bu veriler
kullanilarak Spesifik Aktivite hesaplanmistir. Deneylerde kor olarak inkiibasyonda
kullanilan besiyeri kullanilmistir.

i . U Toplam Aktivite
Spesifik Aktivite (m_g) =

(3.3)

Toplam Protein
3.10. izolatlarin tanimlanmasi

Izolatlarin tanimlanmast 16S rRNA gen bolgesi dizisinin sekanslanmasi ile
gergeklestirilmistir. Bu islem igin enzim aktivitesi yliksek olan 6 izolat se¢ilmistir.
Izolatlarm genomik DNA izolasyonu Genelet Genomic DNA kiti ile kit protokoliine
gore yapilmistir. Saflastirilmis DNA Univ-1492R (5' GGTTACCTTGTTACGACTT
3") ve Univ-27F (5' AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') primerleri kullanilarak
cogaltilmistir [122]. PCR cihazinda reaksiyon kosullart 6n denatiirasyon 95 °C’de 4 dk,
35 dongiliden olusan denatiirasyon 95 °C’de 1 dk, baglanma 59 °C’de 1 dk, uzama 72
°C’de 1,5 dk, ve son uzama 72 °C’de 10 dk olarak uygulanmistir. Resim 4.5.’te PCR
iriiniiniin agaroz jel elektroforezi gorilintiisii yer almaktadir. Cogaltilan 16S rRNA
bolgesinin sekans analizi hizmet alimi ile BM Labosis (BM Lab. Sist. Ltd. Sti.)
tarafindan yapilmistir. 16S rRNA bolgesinin sekans sonuglart BLAST programi ile
degerlendirilerek izolatlarin tiirleri Aeromonas veronii olarak belirlenmistir. Sonuglara

gore ¢ikan ilk tiir Tablo 4.4’te verilmistir.
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3.11. Fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu

Enzim aktivitesi en yiiksek olan A. veronii EK-2 izolat1 fermantasyon parametrelerinin

optimizasyonu i¢in kullanilmistir.
3.11.1. Inkiibasyon sicakhginin belirlenmesi

Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolati %3’liik ekimle (ODgpo=0,8) lipaz iiretim
besiyerine ekilmis ve 30 ve 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Elde edilen
kiiltiir ortam1 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant membrandan
gecirilerek filtre edilmis ve filtrat enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilmigtir. Sekil 4.4.’te
farkli inkiibasyon sicakliklarindaki enzim aktivite sonuglar1 verilmistir. Enzim aktivitesi
sonuglarina gore sonraki deneylerde optimum inkiibasyon sicakligt 30 °C olarak

kullanilmastr.
3.11.2. Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolati %3’liik ekimle (ODgpo=0,8) lipaz iiretim
besiyerine ekilmis ve 30 °C’de farkli siirelerde (18, 24, 36, 48, 72 saat) inkiibe
edilmistir. Bu siirelerin sonunda plak besiyerine seyreltmelerle yayma ekim yapilarak
koloni olusturan birim sayis1 da belirlenmistir. Elde edilen kiiltiir ortami 5000 rpm’de
10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant membrandan gegirilerek filtre edilmis ve
filtrat enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilmistir. Sekil 4.5’te farkli inkiibasyon
siirelerindeki enzim aktivite sonuglar1 ve koloni olusturan birim sayilar1 sunulmustur.
Enzim aktivitesi sonuglarina gore sonraki deneylerde optimum inkiibasyon siiresi 18

saat olarak kullanilmistir.
3.11.3. Lipaz iiretim besiyerinin belirlenmesi

Lipaz iiretim besiyeri olarak Ali ve arkadaslari tarafindan belirlenen igerigi maya
ekstrakt1 (% 0,2), KH,PO4 (% 0,1), K;HPO4 (% 0,1), MgSO4 (% 0,05), (NH4)2.SO4 (%
0,5 w/v), NaCl (% 0,1) ve zeytinyagi (% 1) olan besiyeri kullanilmistir [43]. Lipaz
iretim besiyeri bilesenleri ve besiyeri pH’s1 degistirilerek, bilesenlerin EK-2 izolatindan
lipaz tretimine etkisi incelenmistir. Bu sayede EK-2 izolatindan maksimum verimle

lipaz iiretiminin gergeklestigi optimum besiyeri bilesimi belirlenmistir.
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3.11.3.1. Yag kaynagimin belirlenmesi

7 farkli yag kaynagi (zeytinyagi, aygicegi yagi, musir yagi, findik yagi, badem yag,
susam yagi, hindistancevizi yagi) %1 v/v oraninda kullanilarak lipaz iiretim besiyeri
hazirlanmistir. Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolati %3’°lik ekimle (ODgo=0,8)
farkl1 yag kaynaklar1 iceren her bir lipaz iiretim besiyerine ekilmis ve 30 °C’de
calkalamal1 sistemde 18 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiir ortam1 5000 rpm’de
10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant membrandan gegirilerek filtre edilmis ve
filtrat enzim aktivitesi tayini i¢in kullanmilmistir. Farkli yag kaynagi iceren besi
ortamlarindaki enzim aktivite sonuclari Sekil 4.6’da, orneklerin goriintiisii ise Sekil
4.6’da verilmistir. Enzim aktivitesi sonuglarina gore sonraki deneylerde besiyerinde yag

cesidi olarak hindistan cevizi yag kullanilmistir.

3.11.3.2 Yag miktarinin belirlenmesi

6 farkli yag orani (% 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3) kullanilarak farkli lipaz iiretim besiyerleri
hazirlanmistir. Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolat1 %3’liik ekimle (ODgpo=0,8)
farkli yag orani iceren her bir lipaz iiretim besiyerine ekilmis ve 30 °C’de calkalamali
sistemde 18 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiir ortam1 5000 rpm’de 10 dk
boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant membrandan gegcirilerek filtre edilmis ve filtrat
enzim aktivitesi tayini i¢in kullanilmistir. Farkli oranlarda Hindistan cevizi yag1 i¢eren
besi ortamlarindaki enzim aktivite sonuglart Sekil 4.7.’de, Orneklerin goriintiisii ise
Resim 4.7.’de gosterilmistir. Enzim aktivitesi sonuglarina gore sonraki deneylerde

hindistan cevizi yag1 besiyerine %1 v/v oraninda eklenerek kullanilmigtir.

3.11.3.3. Azot kaynaginin belirlenmesi

4 farkl azot kaynagi (maya ekstrakti, et ekstrakti, pepton, jelatin) %0,2 w/v oraninda
kullanilarak farkli lipaz iiretim besiyerleri hazirlanmistir. Yatik agardan aktiflestirilen
EK-2 izolat1 %3’liikk ekimle (ODgpo=0,8) farkli azot kaynagi igeren her bir lipaz iiretim
besiyerine ekilmis ve 30 °C’de ¢alkalamali sistemde 18 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen kiiltiir ortam1 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
membrandan gegcirilerek filtre edilmis ve filtrat enzim aktivitesi tayini igin

kullanilmistir. Farkli azot kaynagi igeren besi ortamlarindaki enzim aktivite sonuglari
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Sekil 4.8.’de, orneklerin goriintiisii ise Resim 4.8.’de sunulmustur. Enzim aktivitesi
sonuclarina gore sonraki deneylerde lipaz iiretim besiyerinde azot kaynagi olarak jelatin

kullanilmastir.
3.11.3.4. Inorganik azot kaynaginin belirlenmesi

8 farkli azot kaynagi (amonyum siilfat (NH4),SO4, amonyum nitrat (NH4)(NOs3),
amonyum fosfat (NH4);PO4, amonyum karbonat (NH4),COs;, amonyum oksalat
C,HgN,,O4, amonyum kloriir NH4CI, potasyum nitrat KNOs, tire CH4N,O) % 0,5 w/v
oraninda kullanilarak farkli lipaz iiretim besiyerleri hazirlanmistir. Yatik agardan
aktiflestirilen EK-2 izolat1 %3’liikk ekimle (ODgoo=0,8) farkli inorganik azot kaynagi
igeren her bir lipaz iiretim besiyerine ekilmis ve 30 °C’de calkalamali sistemde 18 saat
inkiibe edilmistir. Elde edilen kiiltiir ortam1 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Siipernatant membrandan gegcirilerek filtre edilmis ve filtrat enzim aktivitesi
tayini i¢in kullanilmistir. Farkli inorganik azot kaynagi iceren besi ortamlarindaki enzim
aktivite sonuglart Sekil 4.9’da, Orneklerin goriintlisii ise Resim 4.9.’da verilmistir.
Enzim aktivitesi sonuglarina gore sonraki deneylerde lipaz iiretim besiyerinde inorganik

azot kaynagi olarak amonyum siilfat kullanilmistir.
3.11.3.5. Besiyeri pH’sinin belirlenmesi

Farkli pH degerlerinde (pH 4-10) lipaz iiretim besiyerleri hazirlanmigtir. Yatik agardan
aktiflestirilen EK-2 izolat1 %3’lik ekimle (ODgpp=0,8) farkli pH’taki lipaz iiretim
besiyerlerine ekilmis ve 30°C’de ¢alkalamali sistemde 18 saat inkiibe edilmistir. Elde
edilen kiltiir ortam1 5000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant
membrandan gegirilerek filtre edilmis ve filtrat enzim aktivitesi tayini igin
kullanilmistir. Farkli pH degerine sahip besi ortamlarindaki enzim aktivite sonuglari
Sekil 4.10.’da, 6rneklerin goriintiisli ise Resim 4.10.’da gdsterilmistir. Enzim aktivitesi

sonuglarina gore sonraki deneylerde pH’s1 7 olan lipaz tiretim besiyeri kullanilmstir.

Fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu sonuglarina gore sonraki deneylerde
lipaz iretim besiyeri icerigi jelatin (%0,2 w/v), KH,PO4 (%0,1), KoHPO4 (%0,1),
MgSO04 (%0,05), (NH4)2SO4 (%0,5), NaCl (%0,1), hindistan cevizi yagi1 (%1) ve pH’s1
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7 olacak sekilde hazirlanmis ve bu besiyerinde ornekler 30 °C’de 18 saat boyunca

inkiibe edilmiglerdir.
3.12. Lipazin kismi saflastirilmasi
3.12.1 Santrifiij

Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolat1 %3’liikk ekimle (ODgpo=0,8) optimal lipaz
tiretim besiyerine ekilerek 30 °C’de 18 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiir ortami 5000
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek hiicre pelletinin ¢oktiiriilmesi saglanmigtir. Siipernatant
0,2 mm tek kullanimlik membrandan (Ministart, sartorius) gegirilerek filtre edilmis ve
filtrat lipazin kismi saflastirilmasi i¢in kullanilmistir. Ham filtratin protein miktari
Bradford Protein Testi ile hesaplanmistir. Ayrica ham filtratin enzimatik aktivitesi

pNPP testi ile tayin edilmis ve enzimatik aktivite sonuglar1 Tablo 4.5.’te verilmistir.
3.12.2 Diyaliz

Orneklerin diyalizinde 10 kDa diyaliz kasedi ve Tris-HCl (pH:8 50 mM) tamponu
kullanilmigtir. Diyaliz kasetleri kullanilmadan 6nce tampon ile muamele edilmistir.
Membran filtrat siringa ile cekilerek diyaliz kasedine aktarilmistir. Kasedin ig¢indeki
hava alinmistir. Diyaliz kasedi icerisinde 6rnegin 200 katindan fazla miktarda diyaliz
tamponunun bulundugu kaba yerlestirilmis ve manyetik karistiric1 iizerine konulmustur.
Diyaliz tamponu 3-4 saatte bir degistirilmis, bu asama {ii¢ kez tekrarlanmis ve
sonrasinda ornek bir gece diyaliz tamponunda birakilmistir. Diyaliz islemi sonunda
diyalizatlar steril siringa yardimiyla alinip ultrafiltrasyon isleminde kullanilmstir.
Diyalizatin protein miktar1 Bradford protein testi ile hesaplanmistir. Ayrica diyalizatin
enzimatik aktivitesi pNPP testi ile tayin edilmis ve enzimatik aktivite sonuglar1 Tablo

4.5.’te verilmistir.
3.12.3 Ultrafiltrasyon

Orneklerin ultrafiltrasyonunda 10 kDA’luk santrifugal filtreler (Amicon Ultracel-10 K)
kullanilmistir. Diyalizat ultrafiltrasyon tiiplerine aktarilmig ve 5000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi ultrafiltrat toplanmis ve kismi saflagtirilmis enzim

kaynag1 olarak kullanmilmustir. Ultrafiltratin protein miktar1 Bradford Protein Testi ile
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hesaplanmistir. Ayrica ultrafiltratin enzimatik aktivitesi pNPP testi ile tayin edilmis ve

enzimatik aktivite sonuglar1 Tablo 4.5.’te verilmistir.

3.13. Enzimin optimizasyonu ve karakterizasyonu

Kismi saflagtirilmis lipaz, enzimin karakterizasyon calismalarinda kullanilmastir.
Enzimin calistigt optimum sicaklik, tampon pH’st ve konsantrasyonu, ve substrat

konsantrasyonu belirlenmistir.

3.13.1. Sicakhigin lipaz aktivitesine etkisi

50 mM pH 8,0 Tris HCI tamponu kullanilarak pNPP lipaz testi farkli sicakliklarda (10-
80 °C’de) gerceklestirilmis ve enzimin farkli sicakliklardaki aktivitesi belirlenmistir.
Lipaz i¢in optimum sicaklik 40 °C olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu sicaklik

kullanilmigtir. Sonuglar Tablo 4.6.’da gdsterilmistir.

3.13.2. pH’nin lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan 50 mM Tris-HCI tampon ¢o6zeltisi farkli pH’larda (pH 2-12)
hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmis ve enzimin farkli pH’lardaki aktivitesi
belirlenmistir. Lipaz i¢in optimum tampon pH’s1 8 olarak belirlenmis ve sonraki

deneylerde bu tampon pH’s1 kullanilmigtir. Sonuglar Tablo 4.7.’de sunulmustur.

3.13.3. Tampon konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan pH 8,0 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlarda (5,
10, 25, 50, 100, 150, 200 mM) hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmis ve enzimin
farkli tampon konsantrasyonlardaki aktivitesi belirlenmistir. Lipaz icin optimum
tampon konsantrasyonu 50 mM olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu tampon

konsantrasyonu kullanilmistir. Sonuglar Tablo 4.8.’de verilmistir.

3.13.4. Substrat konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan pNPP subtrat ¢ozeltisi (Soliisyon A) farkli konsantrasyonlarda
(3,375, 6,75, 13,5, 27, 54, 108 mg/ml) hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmig ve

enzimin farkli tampon konsantrasyonlardaki aktivitesi belirlenmistir. Lipaz icin
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optimum substrat konsantrasyonu 27 mg/ml olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu

substrat konsantrasyonu kullanilmistir. Sonuglar Tablo 4.9.’da gosterilmistir.
3.14. Lipit miktar: tayini

EK-2 izolatinin lipit miktarmi belirlemek icin sulfo phospho vanillin (spv) testi
kullanilmigtir [123]. Yatik agardan aktiflestirilen EK-2 izolati %3’liikk ekimle
(ODgpp=0,8) azot kisitlayict minimal besiyerinde (Na,HPO4 2,8 g/L, maya ekstrakti
0,01 g/L, Ca(NOs3),.4H,0 0,05 g/L, amonyum ferrik sitrat 0,01 g/L, MgS0O4.7H,0 0,02
g/L, glikoz 15 g/L, KH,PO,4 2,0 g/L) 30 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Elde
edilen kiiltlir ortamindan 1, 2, 4 ve 8 ml alinip santrifiij edilmistir. Hiicre pelleti 100 ul
saf suda ¢ozdiiriilmiis ve lipit miktar1 tayini i¢in kullanilmigtir. Bunun i¢in ¢oziinmiis
hiicreler steril cam tiiplere aktarilmis ve 2 ml siilfiirik asit (%95-98) ilave edildikten
sonra 100 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda tiipler buzda
sogutulmustur. Sogutulan tiiplere 5 ml fosforik asit vanilin ¢ozeltisi eklenerek (vanilin
0,012 g/L, etanol 0,2 ml/L, su 1,8 ml/L, fosforik asit 80 ml/L) tiipler 30 °C’de 15 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde &rneklerin 530 nm’deki absorbans degerleri
spektrofotometrede Slgiilmiistiir. Orneklerdeki lipit miktar1 lipit standartlarindan
yararlanilarak  olusturulan lipit standart grafigi denkleminden yararlanilarak
hesaplanmistir. EK-2 izolatindaki lipit miktar1 Sekil 4.11.’de, drneklerin spv testindeki

goriintiileri ise Resim 4.11.’de gosterilmistir.
3.15. istatistiksel veri

Bu calismada elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for
Windows 21,0 programi kullanilarak analiz edilmis ve analizler, uygun tanimlayici
istatistiklerle sunulmustur. Calismadaki biitiin testler ¢ift paralel ¢alisilmis ve ortalama

sonuclar verilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR
4.1. izolatlarin eldesi

Calismada kullanilan 6rnekler ekstrem g¢evre sartlarindan elde edilmistir. Nevsehir ili
cevresindeki toprak (Giilsehir patates fabrikasi atik alani, ve mandira siit toplama alani)
ve su Orneklerinden (Asag1 Ziga, Narligol, Ko¢ Pinari’ndaki kaynak sular1) elde edilen
izolatlar kullanilmistir. Elde edilen izolatlara verilen kodlar ve izolatlarin alindiklar

yerler Tablo 4.1.’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Izolatlarin kodlar1 ve alindiklar1 yerler

Ornek Lokasyon Ornek Lokasyon Ornek  Lokasyon Ornek  Lokasyon

Kodu Kodu Kodu Kodu

EK-1 Asagiziga EK-21 Asagiziga EK-41 Giilgehir EK-61 Kog Pinar1
EK-2  Asagiziga EK-22 Asagiziga EK-42 Giilgehir EK-62  Kog Pmart
EK-3  Asagi ziga EK-23 Asagi ziga EK-43  Giilgehir EK-63  Kog Pinart
EK-4 Asagi ziga EK-24 Asagi ziga EK-44  Narligol EK-64  Kog Pinart
EK-5 Asagi ziga EK-25 Asagiziga EK-45 Narligol EK-65 Kog Pinart
EK-6  Asagi ziga EK-26 Giilsehir EK-46  Narligol EK-66  Kog Pmart
EK-7 Asagi ziga EK-27 Giilsehir EK-47  Narligol EK-67  Kog Pmar
EK-8 Asagi ziga EK-28 Giilsehir EK-48  Narligol EK-68  Kog Pmari
EK-9 Asagiziga EK-29 Giilsehir EK-49  Narligol EK-69  Kog Pmart
EK-10 Asag ziga EK-30 Giilsehir EK-50  Narligol EK-70  Kog Pinart
EK-11 Asag ziga EK-31 Giilsehir EK-51  Narligol EK-71 Kog Pinart
EK-12 Asagi ziga EK-32 Giilsehir EK-52  Narligol EK-72  Kog Pmar1
EK-13 Asagi ziga EK-33 Giilsehir EK-53 Narligol EK-73 Kog Pmart
EK-14 Asagi ziga EK-34 Giilsehir EK-54  Narligol EK-74  Kog Pmar
EK-15 Asagi ziga EK-35 Giilsehir EK-55  Narligol EK-75  Kog Pmar
EK-16 Asagiziga EK-36 Giilsehir EK-56 Kog Pinar1 EK-76 Kog Pmari
EK-17 Asagiziga EK-37 Giilsehir EK-57 Kog Pinar1 EK-77 Kog Pmari
EK-18 Asagi ziga EK-38 Giilsehir EK-58  Kog Pinar1 EK-78  Kog Pinart
EK-19 Asagi ziga EK-39 Giilsehir EK-59  Kog Pinari EK-79  Kog Pinart
EK-20 Asagi ziga EK-40 Giilgehir EK-60 Kog Pnart EK-80 Kog Pinart

39



4.2. Ekstraselliiler lipaz aktivitesinin kalitatif tayini

Yag ile kontamine toprak ve su orneklerinden izole edilen 80 izolatin ODgyo degerleri
esitlenerek triblitrin agara ekimi yapilmistir. Bunlarin arasindan tribiitrin agarda
olusturduklar1 seffaf zon ¢ap1 en biiyiik olan 24 tanesi kalitatif ve kantitatif lipaz aktivite

analizlerinde kullanilmak {izere secilmistir.

Lipaz aktivitesi kalitatif olarak izolatlarin tribiitrin agarda seffaf zon olusturmasi ile
belirlenmistir. Izolatlarm ODgg degerleri esitlenen aktif kiiltiirleri tribiitrin agara
ekilerek 37 °C’de 24 ve 48 saat boyunca inkiibe edilmistir ve inkiibasyon siiresi sonunda
olusan zon ¢aplar Ol¢lilmiistiir. EK-1 izolatina ait tribiitrin agarda seffaf zon goriintiisii

Resim 4.1.”de sunulmustur.

Resim 4.1. EK-1 izolatinin tribiitrin agardaki seffaf zon goriintiisii

24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonunda iyi ve orta ¢apta zon olusturan 24 izolatin tribiitrin
agarda olusturduklar1 seffaf zon ¢aplar1 Tablo 4.2.’de verilmistir. Tribiitrin agarda 48
saatlik inkiibasyon sonunda en yiiksek seffaf zon ¢apina sahip izolatlar 27 mm seffaf
zon ¢apryla EK-1, EK-3, EK-55 izolatlar1 olurken, en diisiik zon ¢apina sahip izolat 17
mm seffaf zon ¢apiyla EK-38 izolat1 olmustur.
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Tablo 4.2. izolatlarm tribiitrin agardaki lipolitik aktiviteleri

izolat Zon cap1 mm (24 saat)  Zon ¢ap1 mm (48 saat)
EK-1 211 27+2
EK-2 20+1 26+1
EK-3 21+1 27+1
EK-4 19+1 24+1
EK-5 19+1 24+1
EK-12 2004 25+0,4
EK-13 20+1 25+0,4
EK-16 18+1 24+1
EK-18 2042 262
EK-21 19+1 24+1
EK-23 20+2 25+3
EK-31 20+1 25+0,4
EK-32 19+1 2542
EK-33 1542 1942
EK-34 20+1 24+1
EK-38 16+1 17+1
EK-40 20+1 24+2
EK-41 19+0,4 25+1
EK-42 19+1 24+1
EK-43 18+1 2412
EK-53 20+1 24+1
EK-55 1941 27+2
EK-56 18+1 2442
EK-57 19+1 24+2
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4.3. Lipolitik izolatlarin Gram boyanma ozelligi

Izolatlarin Gram boyama ile boyanip 151k mikroskobunda 100x immersiyon objektifinde

incelemeleri sonucu Gram boyanma 06zelligi belirlenmistir. Buna gore izolatlarin hepsi

Gram negatif olarak goriilmistiir. EK-41 izolatinin 100x objektifteki goriintiisii Resim

4.2.°de verilmistir.

b L S -

A

Resim 4.2. EK-41 izolatinin gram boyamast

4.4. Lipolitik izolatlarin bityiime egrileri

Her saat basinda oOrneklerin ODggo’deki absorbanslari Olgiilerek biiyiime egrileri

olusturulmus ve biitlin izolatlarin biiyiime fazlar1 ile zaman iligkisi belirlenmistir.

[zolatlardan EK-2 ve E-55’in biiyiime egrisi Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de sunulmustur.

1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

0

Abs (OD 600)

EK-2 izolatimin biiyiime egrisi

—o—E2

/
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40
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Sekil 4.1. EK-2 izolatinin biiyiime egrisi
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EK-55 izolatinin biiyiime egrisi

1,6

1,4

Abs (OD 600)

0 20 40 60 80
Zaman (Saat)

Sekil 4.2. EK-55 izolatinin biiylime egrisi
4.5. Lipolitik izolatlarin koloni olusturan birim sayilari

izolatlarin koloni olusturan birim sayilar1 (cfu/ml) hesaplanarak Tablo 4.3.’te

verilmistir.

Tablo 4.3. izolatlarin cfu/ml degerleri
izolat cfu/ml izolat cfu/ml
EK-1 1,8x10° EK-32 6,4x10°
EK-2 2,0x10° EK-33 1,9x10°
EK-3 1,6x10° EK-34 6,0x10°
EK-4 5,5x10° EK-38 3,9x10°
EK-5 3,3x10° EK-40 5,6x10°
EK-12 2,6x10° EK-41 5,7x10°
EK-13 2,4x10° EK-42 5,9x10°
EK-16 2,2x10° EK-43 3,6x10°
EK-18 2,8x10° EK-53 2,1x10°
EK-21 4,8x10° EK-55 3,2x10°
EK-23 4,9x10° EK-56 3,7x10°
EK-31 3,9x10° EK-57 3,6x10°
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4.6. Ekstraselliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayini

Ektstraselliiler lipaz aktivitesinin kantitatif tayininde pNPP testi kullanilmistir. Testi
degerlendirmek i¢in pNP’nin bilinen derisimlerinden 410 nm’de o&lgiim yapilarak
standart grafigi elde edilmistir. Resim 4.3.te farkli konsantrasyonlardaki pNP

sollisyonlar1 ve koriin goriintiisii yer almaktadir.

Resim 4.3. pNP’nin farkli derisimlerdeki soliisyonlari

Resim 4.4. EK-55 (a) ve EK-33 (b) izolatlarinin pNPP testindeki renk degisimi

Tribiitrin agarda iyi derecede seffaflik zonu olusturan 24 izolatin lipaz aktivitesi pNPP
testi ile Olciilmiis ve aktivite sonuglart Sekil 4.3.’te gosterilmistir. Buna gore pNPP
testinde en yliksek aktivite gosteren izolat 26 U/ml aktivite ile EK-2 izolati olmustur.
Onu izleyen izolatlar ise sirasiyla 23 U/ml, 17 U/ml ve 15’er U/ml, U/ml aktivite ile
EK-5, EK-1, EK-3, EK-4, ve EK-55 izolatlar1 olmustur. pNPP testinde en diisiik aktivite

gosteren izolat ise 1 U/ml aktivite ile EK-38 izolat1 olmustur.
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izolatlarin p-npp testindeki aktiviteleri

N1\ 9]
o0

Aktivite (U/ml)
RSO RS R

Pt et o e et N N

izolat Kodlar

Sekil 4.3. Secilen izolatlarin pNPP testindeki lipaz aktiviteleri

4.7. izolatlarin tanimlanmasi
Kalitatif ve kantitatif enzim aktivitesi yiiksek olan 6 izolatin (EK-1, EK-2, EK-3, EK-4,
EK-5, EK-55) genomik DNA izolasyonu Gene Jet Genomic DNA kiti ile kit

protokoliine gore yapilmistir ve 16S rRNA bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. Resim 4.5.te

PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezi goriintiisii yer almaktadir.

EK-2 EE-3 EE-4 EE-5 EE-55-1 EK-55-2

Resim 4.5. Izolatlarm 16S rRNA gen bolgelerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii

16S rRNA bolgesinin sekans sonuclart BLAST programi ile degerlendirilerek
izolatlarin tiirleri Aeromonas veronii olarak belirlenmistir. Sonucglara gore ¢ikan ilk tiir

Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4.4. BLAST sonuglarina gore izolatlarin tiirleri

Sample Description Ident Accession

EK-1 Forward Aeromonas veronii partial 16S rRNA gene, 1 LT797513.1
isolate HL2RS4

EK-1 Reverse Aeromonas veronii strain BB1 16S ribosomal 1 KF446249.1
RNA gene, partial sequence

EK-2 Forward  Aeromonas veronii partial 16S rRNA gene, 0,99 LT797513.1
isolate HL2RS4

EK-2 Reverse Aeromonas veronii strain SM1 16S ribosomal 0,99 KY886140.1
RNA gene, partial sequence

EK-3 Forward Aeromonas veronii partial 16S rRNA gene, 0,99 LT797513.1
isolate HL2RS4

EK-3 Reverse Aeromonas veronii strain BB1 16S ribosomal 0,99 KF446249.1
RNA gene, partial sequence

EK-4 Forward Aeromonas  veronii strain PYLGC 16S 0,99 KY767542.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

EK-4 Reverse Aeromonas  veronii strain  GZ09007 16S 0,99 MF033458.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

EK-5 Forward Aeromonas veronii partial 16S rRNA gene, 1 LT797513.1
isolate HL2RS4

EK-5 Reverse Aeromonas veronii strain SM1 16S ribosomal 1 KY886140.1
RNA gene, partial sequence

EK-55 Forward  Aeromonas veronii strain PYLGC 16S 1 KY767542.1
ribosomal RNA gene, partial sequence

EK-55 Reverse  Aeromonas veronii strain  GZ09007 16S 1 MF033458.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Yiiksek enzim aktivitesi gosteren tlrlerin hepsi A. veronii olarak bulundugu ig¢in
bunlarin arasinda en iyi enzim aktivitesini gosteren 4. veronii EK-2 izolat1 secilerek,

yapilacak olan optimizasyon ve karakterizasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
4.8. Fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu
4.8.1. Inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi

A. veronii EK-2 izolatt1 30 ve 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Kiiltiir
ortaminin santrifiijii ile elde edilen siipernatantin filtrati enzim aktivitesi tayini icin
kullanilmig ve Sekil 4.4’te EK-2 izolatinin farkli inkiibasyon sicakliklarindaki enzim
aktivite sonuclar1 verilmistir. Buna gére EK-2 izolat1 30°C’de inkiibe edildiginde 20,19
U/ml, 37°C’de inkiibe edildiginde ise 14,25 U/ml aktivite gdstermistir. Izolatin daha
yiiksek aktivite gosterdigi inkiibasyon sicakliginin 30 °C oldugu belirlenmis ve sonraki

deneylerde izolatlar 30°C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sicakh@min aktiviteye etkisi

® EK-2 aktivite (U/ml)

Aktivite (U/ml)

— e N DN
(=) S "o Yo sl S IF o) Yo Rl (9}
1 1 ] 1 1 1 1 ] 1 1 1

30 37
Inkiibasyon sicakligi (°C)

Sekil 4.4. Enzim aktivitesi ve kiiltiiriin inkiibasyon sicaklig1 arasindaki iligki

4.8.2. Inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

A. veronii EK-2 izolat1 30 °C’de farkli siirelerde (18, 24, 36, 48, 72 saat) inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda her siire icin cfu/ml hesaplanmstir. Kiiltiir
ortaminin santrifiijii ile elde edilen siipernatantin filtrati enzim aktivitesi tayini igin

kullanilmis ve Sekil 4.5’te EK-2 izolatinin farkli inkiibasyon siirelerindeki enzim
47



aktivite sonuglar1 ve koloni olusturan birim sayisi iliskisi verilmistir. Buna gore EK-2
izolat1 18 saat inkiibe edildiginde 9,15 U/ml ile en yliksek aktiviteyi gOsterirmistir.
Izolatin biiyiime egrisi ile karsilastirildiginda enzimatik aktivitenin logaritmik fazin
sonlarina dogru en yiiksek degere ulastigi durgunluk ve 6liim fazlarinda ise aktivitenin
diistiigii belirlenmistir. Izolatin daha yiiksek aktivite gosterdigi inkiibasyon siiresi 18

saat olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde izolatlar 30 °C’de 18 saat inkiibe

edilmistir.
inkiibasyon siiresinin aktivite ve koloni olusturan birim (cfu/ml)
sayisina etkisi
=——EK-2 Aktivite (U/ml) =#—EK-2 cfu/ml (x10.000.000.000)
10 60
E 8 L\ _—m 50 S
2 6 - 40 S
ER —e 30 8
z / - 20 8
= - 10 —
< 9 : l-v—{ : : : : 0 L;
0 10 20 30 40 50 60 70 80 =
S
Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Sekil 4.5. Enzim aktivitesi ve kiiltiirlin inkiibasyon siiresi arasindaki iliski

4.8.3. Lipaz iiretim besiyerinin belirlenmesi

Ali ve arkadaglar1 tarafindan belirlenen, igerigi maya ekstrakti (% 0,2), KH,PO4 (%
0,1), KoHPO4 (% 0,1), MgSO4 (% 0,05), (NH4)2SO4 (% 0,5 w/v), NaCl (% 0,1) ve
zeytinyag1 (% 1) olan lipaz iiretim besiyeri bilesenleri modifiye edilerek, A. veronii

EK-2 i¢in optimum besiyeri belirlenmistir [123].

4.8.3.1. Yag kaynaginin belirlenmesi

7 farkli yag kaynagi (zeytinyagi, aygigegi yagi, musir yagi, findik yagi, badem yag,
susam yag1, hindistancevizi yagi) %1 v/v oraninda kullanilarak hazirlanan lipaz tiretim
besiyerinde gelistirilen A. veronii EK-2 izolatinin enzim aktivite sonuglar1 Sekil 4.6.’da,
pNPP testindeki goriintiisii ise Resim 4.6.’da verilmistir. Buna gére EK-2 izolatinin en

yiiksek aktivite gosterdigi yag kaynagi hindistancevizi yagi (12,74 U/ml) olmustur. En
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diisiik aktivite gosterilen yag kaynagi ise findik yagi (6,55 U/ml) olmustur. Sonraki

deneylerde izolatlar i¢in yag kaynagi olarak hindistancevizi yagi kullanilmistir.

Resim 4.6. Farkli yag kaynagi iceren besiyerlerinde inkiibe edilen 6rneklerin
pNPP testindeki goriintiisii (Soldan saga: Hindistancevizi yagi, badem yagi,
aycicek yagi, zeytinyagi, susam yagi, yag igermeyen ortam, misir yagi, findik
yag1, kor)

Yag kaynaginin aktiviteye etkisi

B EK-2 aktivite (U/ml)

' T I I T
2, )@

A:;93 Ot

Aktivite (U/ml)
SN SN

s N D > D < %\(\)
«%\\ g = (N R &P g
(\)0 Yﬂc} @ Q& Q)‘b' %Q' < ‘5006
6\%
"2.‘&

Yag kaynaklari

Sekil 4.6. Yag kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi

4.8.3.2. Yag miktarinin belirlenmesi

Farkli oranlarda (% 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3) hindistan cevizi yagi eklenerek hazirlanan
lipaz tiretim besiyerinde gelistirilen 4. veronii EK-2 izolatinin enzim aktivite sonuglari
Sekil 4.7.°de, pNPP testindeki goriintiisii ise Resim 4.7°de gosterilmistir. Buna gore EK-
2 izolatinin en yiiksek aktivite gosterdigi yag oran1 %1 hindistancevizi yagi (11,5 U/ml)

49



olmustur. En disiik aktivite gosterilen yag oranmi ise 4,91 U/ml ile %3 hindistancevizi
yag1 olmustur. Sonraki deneylerde besiyerine %1 v/v oraninda ilave edilmis hindistan

cevizi yagi yag kaynagi olarak kullanilmustir.

Resim 4.7. Hindistancevizi yagin1 farkli oranlarda iceren besiyerlerinde
inkiibe edilen 6rneklerin pNPP testindeki goriintiisii (Soldan saga: kor, %0,
%0,5, %1, %1,5, %2, %2,5, %3)

Yag oramimin aktiviteye etkisi

® EK-2 aktivite (U/ml)

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

Yag oranlar1 (%v/v)

14

Aktivite (U/ml)

SN B~ N0 O
Il

Sekil 4.7. Yag oraninin lipaz aktivitesine etkisi

4.8.3.3. Azot kaynaginin belirlenmesi

%?2 w/v oraninda farkli azot kaynag1 (maya ekstrakti, et ekstrakti, pepton, jelatin) igeren
besiyerlerinde gelistirilen 4. veronii EK-2 izolatinin enzim aktivite sonuglar1 Sekil
4.8.’de, pNPP testindeki goriintiisii ise Resim 4.8.’de sunulmustur. Buna goére EK-2
izolatinin en yiiksek aktivite gosterdigi azot kaynagi jelatin (10,33 U/ml) olmustur. En
diisiik aktivite gosterilen azot kaynagi ise 5,84 U/ml ile et ekstrakti olmustur. ilerleyen
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deneylerde besiyerine %2 w/v oraninda ilave edilmis jelatin azot kaynagi olarak

kullanilmistir.

Resim 4.8. Farkli azot kaynagi igeren besiyerlerinde inkiibe edilen orneklerin pNPP
testindeki goriintiisii (Soldan saga: Kor, Maya ekstrakti, Et Ekstrakti, Pepton, Jelatin)

Azot kaynaginin aktiviteye etkisi

m EK-2 aktivite (U/ml)
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Azot kaynaklari

Sekil 4.8. Azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi

4.8.3.4. inorganik azot kaynaginin belirlenmesi

8 farkli azot kaynagi (amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum fosfat, amonyum
karbonat, amonyum oksalat, amonyum kloriir, potasyum nitrat, iire) % 0,5 w/v oraninda
kullanilarak hazirlanan lipaz iiretim besiyerinde gelistirilen 4. veronii EK-2 izolatinin
enzim aktivite sonuglar1 Sekil 4.9.°da pNPP testindeki goriintiisii ise Resim 4.9.’da
verilmigtir. Buna gore EK-2 izolatinin en yiiksek aktivite gosterdigi inorganik azot

kaynagi amonyum siilfat (18,99 U/ml) olmustur. En diisliik aktivite gosterilen azot
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kaynag ise 0,05 U/ml ile amonyum karbonat olmustur. ilerleyen deneylerde besiyerine

%0,5 w/v oraninda ilave edilmis amonyum siilfat inorganik azot kaynagi olarak

kullanilmustir.

Resim 4.9. Farkli inorganik kaynagi iceren besiyerlerinde inkiibe edilen
orneklerin pNPP testindeki goriintiisii (Soldan saga: Amonyum siilfat,
amonyum kloriir, amonyum nitrat, potasyum nitrat, amonyum fosfat, {ire,
amonyum okzalat, amonyum karbonat, kor)

Inorganik azot kaynaginin aktiviteye etkisi
20 m EK-2 aktivite (U/ml)
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Sekil 4.9. Inorganik azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi

4.8.3.5. Besiyeri pH’sinin belirlenmesi

Farkli pH degerlerinde (pH 4-10) hazirlanan lipaz iiretim besiyerinde gelistirilen A.
veronii EK-2 izolatinin enzim aktivite sonuglar1 Sekil 4.10.’da, pNPP testindeki
goriintiisii ise Resim 4.10.’da gosterilmistir. Buna gore EK-2 izolatinin en yiiksek
aktivite gosterdigi pH degeri pH 7 (20,18 U/ml) olmustur. Bunu 11,73 U/ml ile pH 8

izlemistir. pH 9’da 5,85 U/ml aktivite kaydedilmistir. pH 4, 5, 6 ve 10 degerlerinde
52



hazirlanan lipaz tiretim besiyerinde gelistirilen izolatlarda ise kayda deger bir aktivite

Olcililememistir.

Resim 4.10. Farkli pH’daki besiyerlerinde inkiibe edilen 6rneklerin pNPP testindeki
goriintiisli (Soldan saga: pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8, pH 9, pH 10)

Besiyeri pH'sinin aktiviteye etkisi

m EK-2 aktivite (U/ml)
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Sekil 4.10. Besiyeri pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi

4.9. Lipazin kismi saflastirilmasi

A. veronii EK-2 lipazinin kiiltlir ortamindan saflastirilmas: i¢in, santriflij, diyaliz ve
ultrafiltrasyon teknikleri uygulanmistir. 4. veronii EK-2 lipazinin farkli saflagtirma
basamaklarindaki enzim aktivitesi, protein miktar1 ve spesifik aktivite Tablo 4.5.°te
verilmistir. Sonuglara gore saflastirma basamaklar1 arttikga toplam aktivite, toplam
protein ve spesifik aktivite degerleri artmistir. Ultrafiltrasyon sonrasi elde edilen kismi
saflastirilmis 6rnekte aktivite 39,47 U/ml, protein miktart 0,043 mg/ml, spesifik aktivite

ise 912 (U/mg) ile en yiiksek degere sahiptir.
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Tablo 4.5. Farkli saflagtirma basamaklarindaki lipazin toplam ve spesifik aktivitesi

Farkh Saflastirma Toplam Aktivite Toplam Protein Spesifik Aktivite
Basamaklari (U/ml) (mg/ml) (U/mg)
Santrifiij 20,83+0,39 0,030+0,0010 703+13
Diyalizat 26,17+0,42 0,036+0,0012 733+12
Ultrafiltrat 39,47+0,42 0,043+0,0012 912+10

4.10. Enzimin optimizasyonu ve karakterizasyonu

4.10.1 Sicakhgin lipaz aktivitesine etkisi

50 mM pH 8,0 Tris HCI tamponu kullanilarak pNPP lipaz testi farkli sicakliklarda (10-
80 °C) gerceklestirilmis ve enzimin farkli sicakliklardaki aktivitesi belirlenmistir. Lipaz
icin optimum sicaklik 45,05 U/ml toplam aktivite, ve 1037 mg/ml spesifik aktivite ile
40 °C olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu sicaklik kullanilmistir. Sonuglar

Tablo 4.6.’da gosterilmistir. Buna gore EK-2 lipazin 10 °C’den 70 °C’ye kadar aktivite

gostererek genis sicaklik araliklarinda kullanilabilecegi tespit edilmistir.

Tablo 4.6. Farkli sicakliklarda lipazin toplam ve spesifik aktivitesi

Sicaklik (°C) Toplam Aktivite (U/ml) Toplam Protein (mg/ml) Spesifik Aktivite (U/mg)

10

20

30

40

50

60

70

80

6,37+0,66
37,97+0,46
43,22+0,52
45,05+0,67
37,0240,61
36,7620,86

11,62+0,44

0,043+0,0005
0,043+0,0005
0,043+0,0005
0,043+0,0005
0,043+0,0005
0,043+0,0005
0,043+0,0005

0,043+0,0005

147+5

874+6

995+4

103748

85245

846+7

267+6

- aktivite saptanamamustir.
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4.10.2. pH’nin lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan 50 mM Tris-HCl tampon ¢ozeltisi farkli pH’larda (pH 2-12)
hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmis ve enzimin farkli pH’lardaki aktivitesi
belirlenmistir. Lipaz i¢in optimum tampon pH’s1 45,17 U/ml toplam aktivite, ve 1040
mg/ml spesifik aktivite ile pH 8,0 olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu tampon
pH’s1 kullanilmistir. Sonuglar Tablo 4.7.’de sunulmustur. Buna goére EK-2 lipazin alkali
pH degerlerinde daha yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.7. Farkli tampon pH’sinda lipazin toplam ve spesifik aktivitesi

Tampon pH's1  Toplam Aktivite (U/ml) Toplam Protein (mg/ml)  Spesifik Aktivite (U/mg)

2 - 0,043+0,0005 -
4 3,02+0,40 0,043+0,0005 69+1
6 3,29+0,44 0,043+0,0005 76+5
8 45,17+0,51 0,043+0,0005 1040+4
10 44,17+0,30 0,043+0,0005 1017+6
12 - 0,043+0,0005 -

-: aktivite saptanamamustir.

4.10.3. Tampon konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan pH 8,0 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi farkli konsantrasyonlarda (5,
10, 25, 50, 100, 150, 200 mM) hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmig ve enzimin
farkl1 tampon konsantrasyonlardaki aktivitesi belirlenmistir. Lipaz i¢in optimum
tampon konsantrasyonu 56,35 U/ml toplam aktivite, ve 1297 mg/ml spesifik aktivite ile
50 mM olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu tampon konsantrasyonu
kullanilmistir. Lipazin en az aktivite gosterdigi tampon konsantrasyonu ise 37,13 U/ml
toplam aktivite, ve 855 mg/ml spesifik aktivite ile 200 mM olarak belirlenmistir.
Sonuglar Tablo 4.8.’de verilmistir. Buna gore EK-2 lipazin 200 mM’den 5 mM’ye

kadarki tampon konsantrasyonlarinda aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo 4.8. Farkli tampon konsantrasyonlarinda lipazin toplam ve spesifik aktivitesi

Tampon Konsantrasyonu Toplam Aktivite = Toplam Protein Spesifik Aktivite
(mM) (U/ml) (mg/ml) (U/mg)

200 37,13+0,62 0,043+0,0005 855+12

150 46,53+0,61 0,043+0,0005 107121

100 55,04+0,80 0,043+0,0005 1267423

50 56,35+0,55 0,043+0,0005 1297+17

25 44,52+0,64 0,043+0,0005 1025420

10 42,95+0,95 0,043+0,0005 988+20

5 42,72+0,66 0,043+0,0005 983+22

4.10.4. Substrat konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyonda kullanilan pNPP subtrat ¢ozeltisi (Soliisyon A) farkli konsantrasyonlarda
(3,375, 6,75, 13,5, 27, 54, 108 mg/ml) hazirlanarak pNPP lipaz testinde kullanilmig ve
enzimin farkli tampon konsantrasyonlardaki toplam ve spesifik aktivitesi belirlenmistir.
Lipaz i¢in optimum substrat konsantrasyonu 48,6 U/ml toplam aktivite, ve 1119 mg/ml
spesifik aktivite ile 27 mg/ml olarak belirlenmis ve sonraki deneylerde bu substrat
konsantrasyonu kullanilmistir. Lipaz aktivitesinin en az oldugu substrat konsantrasyonu
ise 7,88 U/ml toplam aktivite, ve 181 mg/ml spesifik aktivite ile 3,375 mg/ml olarak
belirlenmistir. Sonuglar Tablo 4.9.’da gosterilmistir. Lipaz aktivitesi 3,375 mg/ml’den
27 mg/ml substrat konsantrasyonuna kadar olan substrat konsantrasyonunda artis
gbstermis, sonrasinda ise diismiistiir. 108 mg/ml substrat konsantrasyonda ise enzim
aktivitesi saptanamamigtir. Daha yliksek konsantrasyonda substrat iceren ¢ozeltilerde
substratin  yeterince ¢Oziinememesinden dolayr enzim aktivitesinin  diistiigii

diistiniilmektedir.

Yapilan karakterizasyon c¢aligmalarinin sonucunca 4. veronii EK-2 lipazinin optimum
calisma sicakligi 40 °C, optimum ¢alisma pH’s1 pH:8, ideal tampon konsantrasyonu, 50

mM Tris-HCI ve ideal substrat konsantrasyonu 27 mg/ml pNPP olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.9. Farkli substrat konsantrasyonunda lipazin toplam ve spesifik aktivitesi

Substrat Konsantrasyonu Toplam Aktivite Toplam Protein Spesifik Aktivite
(mg/ml) (U/ml) (mg/ml) (U/mg)

3,375 7,88+0,79 0,043+0,0005 181+5

6,75 20,38+0,41 0,043+0,0005 469+11

13,5 41,84+0,44 0,043+0,0005 963+14

27 48,60+0,50 0,043+0,0005 1119426

54 40,84+0,62 0,043+0,0005 940+£25

108 - 0,043+0,0005 -

-: aktivite saptanamamustir.

4.11. Lipit miktan tayini

EK-2 kodlu izolatin lipit miktarin1 belirlemek i¢in sulfo phospho vanillin (spv) testi
kullanilmigtir.  Kiiltiir ortamimin 1, 2, 4 ve 8 ml’sindeki lipit miktar1 lipit
standartlarindan yararlanilarak olusturulan lipit standart grafigi denklemi kullanilarak
hesaplanmis ve sonuclar Sekil 4.11.’de gdsterilmistir. Resim 4.11.’de ise drneklerin spv

testindeki gortintlileri sunulmustur. Sonuglar EK-2 izolatinin 1 ml’sinde 26,08 pg lipit

bulundugunu gostermistir.

2ml

fiwver| fsd o el iesicy

1 ml Kor tiipii

Resim 4.11. EK-2 izolatinin spv testindeki renk degisimi (Soldan saga; 8, 4, 2, 1 ml ve

kor)
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=0—EK-2 izolatinin lipit miktar1

Lipit miktar1 (pg)

240
220
200
180
160
140
120
100

EK-2 izolatinin lipit miktar1

Dogrusal (EK-2 izolatinin lipit miktar)

217.04
P ad
T Re=0997
98,33
26,08 _#~
2 4 6 8 10

Ornek miktar1 (ml)

Sekil 4.11. EK-2 izolatindaki lipit miktar1
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5.BOLUM
TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Enzimlerin, cesitli kimyasal islemlerde bir¢ok uygulamada kullanilmasina bagli olarak
enzimolojiye olan ilgi son yillarda artmistir [124]. Cok yonlii uygulamalarindan dolay1
lipazlar, proteazlardan ve amilazlardan sonra en ¢ok kullanilan ii¢ilincii enzim grubudur
[125]. Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolaz, EC 3.1.1.3), yag-su arayiiziinde, serbest
yag asitleri ve gliserol olusturmak {izere triagilgliserollerin ester baglarinin hidrolizini
katalizleyen lipolitik karboksilester hidrolazlardir. Lipazlar ayrica esterifikasyon,
interesterifikasyon, transesterifikasyon, asidoliz ve aminoliz reaksiyonlarin1 da

gerceklestirebilirler [2].

Lipazlar, substrat 6zgiilligi, regiyoselektiflik ve kiral secicilik gibi 6zellikleri sayesinde
endiistride onemli bir yere sahiptirler [2]. Gida, kozmetik, deri, deterjan, kagit ve
farmasotik endiistrilerinde ve c¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda katalizor olarak
kullanilmaktadir. Her endiistriyel uygulama enzimin farkli spesifik 6zelliklerini

gerektirebileceginden, yeni lipaz kaynaklarinin bulunmast i¢in bir ilgi vardir [33].

Dogada hemen her yerde bulunan Ilipazlar ¢esitli bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan lretilir. Ancak endiistriyel lipazlar liretmek icin en ¢ok
tercih edilen kaynak mikroorganizmalardir. Mikrobiyal lipazlar cesitli organik
¢oziiclilerde, sulu ya da susuz ortamlarda, ekstrem sicaklik ve pH’da kataliz
gerceklestirme yetenekleri, genetik manipiilasyon kolaylhigi, hizli ve seri iiretim gibi
nedenlerle dikkat cekmektedirler [4]. Lipaz sentezleyen bakteriler, mayalar ve mantarlar
gibi cesitli mikroorganizmalar endiistriyel atiklar, bitkisel yag isleme fabrikalari,

mandiralar, yagla kirlenmis topraklar, sular gibi habitatlarda bulunurlar [126].

Son yillarda lipazlarin gesitli alanlardaki kullaniminin katlanarak artmasina baglh olarak
lipaz iretiminin kalitatif ve kantitatif olarak iyilestirmesine yonelik ¢aligmalar
cogalmistir [45]. Mikroorganizmalarla lipaz iretimi, izolata, biiylime ortaminin
bilesimine, inkiibasyon kosullarina, pH, sicakliga ve karbon ve azot kaynaklar1 gibi
besin faktorlerine gore degismekte ve bu faktdrlerin optimizasyonu sayesinde lipaz

tiretiminde ciddi artis olabilmektedir [126].
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Bu c¢alismada c¢evresel kaynaklardan izole edilen mikroorganizmalarin lipolitik
aktivitesi incelenmis, yiiksek lipolitik aktivite gosteren tiirler secilmis, tanimlanan
tiirlerden en yiiksek enzim {iretiminin gerceklestigi kosullar arastirilmis ve optimize
edilmig, lipaz enzimi saflagtirilmis ve enzimin karakterizasyon c¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan mikroorganizmalar Nevsehir ili ¢evresindeki ekstrem ¢evre
sartlarindan izole edilmistir. Bu ¢alismada lipolitik bakterilerin taranmasinda tribiitrin
agar kullanilmigtir. Tribiitrin agar ekstraselliiler lipaz {ireten mikroorganizmalarin
taranmasinda standart olarak siklikla kullanilmaktadir [94]. Yag ile kontamine olmus
toprak ve kaynak sularindan tribiitrin agarda seffaf zon olusturan 80 bakteri izole

edilmistir.

Lipazlar dogada birgok yerde bulunmasina karsin, ekstrem cevre sartlarinda optimum
pH ve sicaklik gibi fizyokimyasal 6zellikler bakimindan endiistriyel kullanima daha
elverisli hiicre dis1 lipaz salgilayan mikroorganizmalarin bulunacagi diisiiniilmektedir.
Mobarak-Qamsari ve arkadaslar1 tarafindan 2011 yilinda gergeklestirilen c¢alismada
yagl ortamin, lipaz iireten mikroorganizmanin izolasyonu i¢in daha iyi bir ortam
sagladig1 rapor edilmistir [127]. Aly ve arkadaglar1 2012 yilinda gergeklestirdikleri
calismada, yag ile kontamine olmus toprak, kum ve atik sulardan lipaz {ireten
mikroorganizma elde ettiklerini bildirmislerdir [128]. Rajan ve arkadaslar ise, yag
fabrikasi, akaryakit istasyonlar1 ve restoranlarin atik bosaltma alanlarindan alinan yag
ile kontamine olmus topraklarin lipolitik mikroorganizmalarin geligsmesi ve lipaz lireten

mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in iyi kaynaklar oldugunu rapor etmislerdir [129].

Tribiitrin agarda iyi ve orta capta seffaf zon olusturan 24 izolat kalitatif ve kantitatif
analizlerde kullanilmak iizere secilmistir. Bu caligmada lipaz aktivitesinin kalitatif
tayininde tribiitrin agar kullanilmistir. Tribiitrin agarda en yiiksek zon g¢apina sahip
izolatlar 27 mm seffaf zon ¢apina sahip EK-1, EK-3, EK-55 izolatlar1 olmustur, bunu 26
mm zon ¢apiyla EK-2, ve EK-18 izolatlar1 izlemistir. Tribiitrin agarda yiiksek lipaz
aktivitesine sahip olan izolatlarin tamaminin aynm1 su kaynagindan alindigi
goriilmektedir. Tribiitrin agarda en diisiik zon ¢apina sahip izolat ise 17 mm seffaf zon

capina sahip EK-38 izolat1 olmustur. Triblitrin agarda diisiik lipaz aktivitesine sahip bu
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izolatin ise yag ile kontamine toprak alanindan alindig1 goriilmektedir. Izolatlarin geneli
degerlendirildiginde hem yag ile kontamine toprak (17-25 mm), hem de sudan (24-27
mm) izole edilen mikroorganizmalarin tribiitrin agarda yiiksek zon ¢ap1 olusturdugu

gorilmiistiir.

Ekstraselliiler lipaz aktivitesinin kalitatif tayininde ¢esitli metotlar olmakla beraber;
tribiitrinin bilinen tiim lipazlar tarafindan hidrolize edilebilmesi, zeytinyaginda homojen
olarak dagilabilmesi gibi Ozellikleri sayesinde tribiitrin agarda seffaf zon olusumu
lipolitik izolatlarin taranmasi i¢in, en yaygin kullanilan metottur [94,96]. Pallavi ve
arkadaslar1 2015 yilindaki calismalarinda Pseudomonas sp. LP8 izolatinin tribiitrin
agardaki zon ¢apinin 25 mm oldugunu belirtmislerdir [130]. Bu ¢alismadaki izolatlarin
tribiitrin agardaki zon ¢apinin daha yiliksek olmasi, ¢alismada lipolitik aktivitesi daha
yuksek tiirlerin elde edildigini gostermektedir. Bu ¢alismayla benzer sekilde Aly ve
arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismada yag ile kontamine olmus topraktan
izole edilmis Streptomyces exfoliates LB 10 izolatinin tribiitrin agardaki zon ¢apinin en

ylksek 28 mm oldugu rapor edilmistir [128].

Kantitatif analiz, ¢esitli izolatlarin lipolitik aktivitelerini karsilastirmak icin énemlidir.
Bu calismada lipaz aktivitesinin kantitatif analizlerde pNPP testi uygulanmis ve bir
birim enzim aktivitesi, dakikada 1 pmol nitrofenol serbest birakan enzim miktar1 olarak
belirlenmistir. pNPP testinde en yiiksek aktivite gdsteren izolat EK-2 (26 U/ml) olurken
yiiksek aktivite gosteren diger izolatlar sirasiyla EK-5 (23 U/ml), EK-1 (17 U/ml), EK-3
(15 U/ml), EK-4 (15 U/ml), ve EK-55 (15 U/ml) olmustur. pNPP testinde daha yiiksek
aktivite gosteren tiirlerin hepsi su kaynakli izolatlardir. pNPP testinde en diisiik aktivite
gosteren izolat ise EK-38 (1 U/ml) izolat1 olmustur. Buna gore kantitatif lipaz aktivitesi
tayin sonuglarinin kalitatif lipaz aktivitesi tayin sonuglari ile korelasyon i¢inde oldugu

(r:0,57) goriilmektedir.

Kantitatif lipaz aktivitesinin tayininde pNP esterlerinin hidrolizi hizli ve basit olmasi
gibi nedenlerden dolay1 tercih edilmektedir [104]. Lipaz aktivitesinin kantitatif
tayininde bagka pNP esterlerinin kullanildig1 ¢aligmalar literatiirde bulunmakla beraber,
pNPP’nin ¢esitli mikrobiyal lipazlar tarafindan substrat olarak kullanilmas1 sebebiyle bu
calismada pNPP testi tercih edilmistir. Yang ve arkadaslar1 tarafindan Burkholderia
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ubonensis lipazinin aktivite tayininde, Unni ve arkadaslar tarafindan Pseudomonas
aeruginosa lipazinin aktivite tayininde, Yoo ve arkadaslari tarafindan Ralstonia sp.
lipazinin aktivite tayininde, Zheng ve arkadaslari tarafindan Acinetobacter sp. XMZ-26
lipazinin aktivite tayininde, Demir ve Tiikel tarafindan ise Spirulina platensis lipazinin

aktivite tayininde pNPP’nin substrat olarak kullanildig: bilinmektedir [131-135].

Ertugrul ve arkadaslari tarafindan zeytin 6glitme fabrikasinin atik suyundan elde edilen
Bacillus sp. lipazi ile yapilan ¢aligmada lipaz aktivitesinin kantitatif tayini icin pNPP
testini kullanmis ve lipaz aktivitesini 15 U/ml olarak belirlemmistir [33]. Sharma ve
arkadaslan tarafindan 2011 yilinda gergeklestirilen ¢alismada ise pNPP testinde en
yiiksek aktiviteye sahip KS4 izolatinin (0,612 U/ml) aktivite gosterdigi rapor edilmistir
[136]. Bu calismadaki izolatlarin pNPP testindeki aktivitesinin diger ¢calismalara kiyasla
daha yiiksek olmasi, ¢alismada lipolitik aktivitesi daha yiiksek tiirlerin elde edildigini

gostermektedir.

Hem kalitatif lipaz tayini hem de kantitatif lipaz tayininde yiiksek lipolitik aktivite
gosteren 6 tiir (EK-2, EK-5, EK-1, EK-3, EK-4, EK-55) tanimlanmak {izere se¢ilmistir.
16S rRNA gen bolgesi dizisinin sekanslanmasi ile segilen izolatlar Aeromonas veronii

olarak tanimlanmustir.

Bu calismada A. veronii olarak tanimlanan tiirlerin hepsi kaynak suyundan izole
edilmistir. Aderomonas cinsi mikroorganizmalarin genellikle yiizey sulari, yeralti suyu,
klorlu igme suyu, klorsuz igme suyu, siselenmis maden suyu gibi sucul ortamlarda

bulundugu bilinmektedir [113-116].

Genel olarak Aeromonas sp.’nin ekstraselliiler lipaz iirettigi bilinmekle beraber,
litaretiirde 4. veronii lipaz1 diger bakteriyel lipazlar kadar yogun calisiilmamistir.
Kamaladevi ve ¢alisma arkadaslar1 ise tuz sahasindan izole edilen A. veronii lipazini
rapor etmistir [55]. Aeromonas cinsindeki diger tiirlerin irettigi lipazlar da rapor
edilmistir. Neelambari ve arkadaslar1 4. hydrophila lipazini, Anguita ve arkadaglart A4.
hydrophila lipazini, Lee ve ¢alisma arkadaslar1t Aeromonas sp LPB 4 lipazini, Lotrakul
ve Dharmsthiti 4. sorbia LP004 lipazini, Charoenpanich ve arkadaslar1 ise Aderomonas

sp EBB-1 lipazini rapor etmislerdir [65, 66, 68, 119, 120].
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Tanimlanan izolatlar arasindan en iyi enzim aktivitesine sahip olan A. veronii EK-2
secilerek daha sonraki optimizasyon ve karakterizasyon c¢aligmalarinda kullanilmistir.
Oncelikle EK-2 izolatindan lipaz iiretimini arttirmak amaciyla fermantasyon
kosullarinda c¢esitli degisiklikler yapilarak optimum kosullar arastirilmistir. Bunun igin
sirastyla, inkiibasyon siiresi ve sicakligi, besiyeri pH’s1 yag kaynagi, yag orani, organik

ve inorganik azot kaynaklar1 optimize edilmistir.

Bakteriyel lipaz iiretimi, sicaklik, pH, calkalama, havalandirma, karbon ve azot
kaynaklar1 gibi bir¢ok parametreden etkilenebilir [126]. Pogaku ve arkadaslar1 2010
yilinda Staphylococcus sp. Lpl2’den lipaz lretiminin optimizasyonu i¢in yaptiklari
calismada, karbon kaynagi, azot kaynagi, yag kaynagi ve ylizey aktif maddeler, besiyeri
pH’s1 ve sicakliginin lipaz iiretimine etkisini incelemislerdir [45]. Veerapagu ve
arkadaglar1 tarafindan 2013 yilinda Pseudomonas gessardi ile yapilan c¢alismada ise
inkiibasyon siiresi ve sicakligi, besiyeri pH’s1 ve sicakligi, calkalama hizi, ekim
konsantrasyonu, karbon kaynagi1 ve azot kaynaginin lipaz iiretimine etkisi incelenmistir
[137]. Bu g¢alismada ise bakteriyel lipaz iiretimini etkileyen inkiibasyon siiresi ve
sicakligi, besiyeri pH’s1 yag kaynagi, yag orani, organik ve inorganik azot kaynaklari

parametreleri segilerek optimizasyon deneylerinde kullanilmistir.

A. veronii EK-2 izolatindan lipaz iiretiminin 30 °C’de (20,19 U/ml) daha yiiksek oldugu
gozlemlenirken 37 °C’de (14,25 U/ml) ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Buna
gore EK-2 izolatinin optimum tireme sicakligi olan 30 °C’nin ayn1 zamanda, EK-2’den
lipaz tretimi i¢in de optimum sicaklik oldugu goriilmektedir. Lipaz {retimi igin
optimum sicaklik organizmadan organizmaya degistiginden, kontrol edilmesi gereken
parametrelerin basinda gelmektedir. Fermantasyon ortaminda organizmanin iiremesini
ve gelismesini etkiledigi icin ortam sicakliginin lipaz {iretimi iizerinde de dnemli etkisi
oldugu disiiniilmektedir. Ayrica sicakligin hiicre zarmnin fiziksel 06zelliklerini

degistirerek hiicre dis1 enzimlerin salgilanmasini etkiledigi de diisiiniilmektedir [137].

Bu ¢aligmayla benzer sekilde lipaz {iretimi i¢in optimum sicakliin, mikroorganizmanin
optimum gelistigi sicaklik oldugu bagka aragtirmacilar tarafindan da rapor edilmistir.
Veerapagu ve arkadaglarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada P. gessardi izolatindan

lipaz enzim {iretimi i¢in optimum sicakligin 37 °C oldugu rapor edilmistir [137].
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Kulkarni ve Gadre P. fluorescens igin optimum gelismenin ve lipaz iiretimin

gerceklestigi sicakligi 36 °C olarak tespit etmislerdir [138].

A. veronii EK-2 izolatindan lipaz iiretiminin 18 saatlik inkiibasyon sonucunda (9,15
U/ml) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. EK-2 izolatindan en diisiik lipaz tiretimi ise
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda (4,73 U/ml) elde edilmistir. Izolatin biiyiime
egrisi ile karsilagtirildiginda enzimatik aktivitenin logaritmik fazin sonlarina dogru en
yiiksek degere ulastigt durgunluk ve oOliim fazlarinda ise aktivitenin diistiigi
belirlenmistir. Lipaz iiretiminin kisa slirede maksimum seviyeye ulasmasi ekimden kisa
bir siire sonra lipazin hasat edilmesine olanak saglayacagi icin tercih edilen bir
ozelliktir. Ilerleyen inkiibasyon periyotlarinda enzim seviyesinin azalmasi olusan

enzimin denatiirasyonuna bagh olabilmektedir [139].

Charoenpanich ve arkadaslar1 2011 yilinda Aeromonas sp. EBB-1 ile yaptiklar
caligsmada lipaz aktivitesinin 9 saatlik inkiibasyon sonunda tespit edilebilir oldugunu, 15
saatlik inkiibasyonda ise maksimum degere ulasip sonrasinda azaldigini rapor
etmislerdir [66]. Massadeh ve arkadaglarinin 2011 yilinda Bacillus stearothermophilus
lipaz1 ile yaptig1 caligmada maksimum lipaz aktivitesinin logaritmik fazin sonlarina
denk gelen 24 saatlik inkiibasyondan sonra elde edildigi, durgunluk ve 6liim fazlarinda
ise lipaz aktivitesinin azaldig1 belirtilmis ve biiylimenin ilk asamalarinda
mikroorganizmanin lipaza gereksinim duydugu rapor edilmistir [140]. Biiylimenin
yogun oldugu bu asamada mikroorganizmanin daha fazla ekstraselliiler lipaz

salgilayarak besin ihtiyacini dig ortamdaki lipitlerden karsiladig1 diisiiniilmektedir.

Besiyerindeki yag kaynagmin lipaz liretimine etkisi arastirilmistir. 4. veronii EK-2
izolatindan lipaz iiretimini en ¢ok artiran yag kaynaklarimin sirasiyla hindistancevizi
yagi (12,74 U/ml), badem yag1 (12,02 U/ml), susam yag1 (11,17 U/ml), ay¢igegi yagi
(10,78 U/ml) ve zeytinyagi (9,87 U/ml) oldugu rapor edilmistir. Bakteriyel lipazlar
indiiklenebilir enzimler oldugu i¢in, lipaz aktivitesinin ekspresyonu i¢in ana faktor her
zaman karbon olmustur. Bu nedenle genel olarak yag gibi bir lipit kaynaginin varlig
lipaz iiretimini artirmaktadir [127]. Hindistancevizi yagiyla yiiksek lipaz aktivitesi elde
edilmesi, hindistancevizi yaginin baglica trigliseritler ve kisa zincirli yag asitlerinden

olusan yiiksek doymus yag asitleri iceriginden kaynaklanabilir [141]. EK-2 izolatinin
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en diisiik aktivite gosterdigi yag kaynagi ise findik yagi (6,55 U/ml) olmustur. Bunun,
enzimin spesifitesine veya findik yaginda lipaz inhibitorlerinin veya antiseptik

maddelerin varligina bagh oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismayla benzer bir sekilde, Pogaku ve arkadaslar1 2010 yilinda Staphylococcus
sp. Lp12 lipaz1 ile yaptiklar1 ¢calismada, farkli yag kaynaklari arasindan hindistancevizi
yagimin mikroorganizmadan lipaz iiretimi i¢in optimum yag kaynagi oldugunu rapor
etmislerdir [45]. Das ve arkadaslar1 2017 yilinda Aspergillus tamarii JGIF06’dan lipaz
tiretiminin hindistancevizi yagi varhiginda en yiiksek oldugunu belirtmislerdir [141].
Neelambari ve arkadaslar1 2011 yilinda farkli karbon kaynaklarimin A4. hydrophila
lipazinin iiretimine etkisini inceledikleri ¢alismada hindistancevizi yaginin (8,01 U/ml),
Tween 80’den sonra lipaz {lretimini en c¢ok arttiran karbon kaynagi oldugunu

belirlemislerdir [65].

Hindistan cevizi yaginin besiyerindeki ideal orani arastirildiginda, ise hindistan cevizi
yaginin %1 v/v oraninda (11,5 U/ml) eklenmesinin 4. veronii EK-2 izolatindan lipaz
tiretimine daha iyi etki ettigi gozlenmistir. EK-2 izolatinin en diisiik aktivite gosterdigi
yag orani ise %3 (4,91 U/ml) olmustur. Ortamdaki lipid konsantrasyonundaki artigin,
oksijenin difiizyonunu ve havalandirmay1 belli oranda engelleyerek bakteri biiytimesini

ve lipaz sentezini olumsuz yonde etkiledigi diistiniilmektedir [141].

Das ve arkadaslar1 2017 yilinda Aspergillus tamarii JGIF06’dan lipaz {iretiminin
optimizasyonu i¢in  besiyerine degisen konsantrasyonlarda (%0,1-15 v/v)
hindistancevizi yagi ilave ettikleri deneyde lipaz aktivitesinde biiylik bir degisiklik
olmadigini ancak en yiiksek aktivitenin % 2.5 (v/v) yag konsantrasyonunda oldugunu

belirtmiglerdir [141].

Mikrobiyal lipazin optimum seviyede iiretimi i¢in, lipaz iireten mikroorganizmanin
biliylimesini ve dolayisiyla fermantasyon siirecini diizenleyen bir azot kaynagi da
gereklidir. Bu ylizden besiyerindeki yag kaynaginin lipaz tiretimine etkisi aragtirtlmigtir.
Besiyerine eklenen azot kaynaklari arasinda A. veronii EK-2 izolatindan lipaz tliretimini
en ¢ok arttiran azot kaynagmin jelatin (10,33 U/ml) oldugu tespit edilmistir. Ayrica
sirastyla pepton ve maya ekstraktinin besiyerindeki varliginin da lipaz iiretimini

indiikledigi gortilmistiir. EK-2 izolatinin en diisiik aktivite gosterdigi azot kaynagi ise et
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ekstraktr (5,84 U/ml) olmustur.

Bu ¢alismadaki lipaz iiretimi i¢in optimum azot kaynagi, ayni cinsten baska bir bakteri
tarafindan lipaz iretimiyle ilgili diger arastirmacilarin bulgular1 ile uyumludur.
Kamaladevi ve ¢alisma arkadaslar1 2014 yilinda gerceklestirdikleri calismada A. veronii
lipaz1 i¢in optimum azot kaynaginin jelatin oldugunu rapor etmistir [55]. Fatima ve
arkadaslarinin 2015 yilinda P. putida'dan lipaz iiretimini optimize ettikleri caligmada, en

yliksek lipaz liretiminin pepton ve maya ekstrakti ile elde edildigi belirtilmistir [39].

Besiyerindeki inorganik azot kaynaginin lipaz iiretimine etkisi arastirilmistir. Inorganik
azot kaynaklarindan amonyum siilfat (18,99 U/ml) ve amonyum kloriiriin (17,8 U/ml)
besiyerine ilavesi 4. veronii EK-2 izolatindan lipaz iiretimini arttirirken amonyum
karbonat (0,05 U/ml) ve amonyum oksalatin (0,59 U/ml) besiyerine ilavesi lipaz
tiretimini olumsuz etkilemistir. Amonyum siilfat ve amonyum kloriirle daha yiiksek
enzim aktivitesi elde edilmesi, inorganik azot takviyesinin daha hizli asimilasyonuyla

iliskilendirilmektedir [141].

Literatiirde birka¢ inorganik azot kaynagi haricindeki inorganik azot bilesiklerinin lipaz
sentezini indiikleyemedikleri belirtilmistir [39, 48]. Bisht ve arkadaslarinin 2012 yilinda
P. aeruginosa ile yaptiklar1 calismada amonyum siilfat hari¢ tiim inorganik azot
kaynaklarinin lipaz iiretimini azalttigi rapor edilmistir [48]. Bu caligmayla benzer
sekilde, Das ve arkadaslar1 2017 yilinda Aspergillus tamarii JGIF06’dan lipaz iiretimini
indiikleyen azot kaynaklarimin amonyum klorliir ve amonyum siilfat oldugunu

belirtmislerdir [141].

Lipaz iiretim besiyerinin baglangi¢ pH’s1 7 (20,18 U/ml) oldugunda 4. veronii EK-2’den
lipaz tiretiminin maksimum seviyede oldugu gézlenmistir. Ayrica pH 8 (11,73 U/ml) ve
9 (5,85 U/ml) degerlerindeki baslangic besiyerinde de enzim iiretimi goriilmiistiir. Lipaz
iretim besiyerinin baglangic pH’s1 pH 4, 5, 6 ve 10 oldugunda ise kayda deger bir lipaz

aktivitesi l¢iilememistir.

Mikroorganizmalarin ¢ogu, 5-8,5 arasindaki pH aralifinda hayatta kalir ve genelde notr
pH’da maksimum biiylime oranlar1 gosterirler. Aeromonas sp. de biiyiime ve lipaz

salgilanmasi nétr ila alkalin pH'ta en yiiksektir [66]. pH, bir enzimin biyolojik aktivitesi
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icin gereken iic boyutlu yapisin1 koruyarak enzim stabilitesinde Onemli bir rol
oynamaktadir. Enzimler, fermantasyon sirasinda belli pH araliginda metabolik olarak
aktif kalir [142]. Bu calismada mikroorganizmanin gelismesi i¢in ideal olan pH
degerinde, lipaz iretiminin de maksimum seviyede oldugu goriilmektedir. Bu
calismayla benzer sekilde, Veerapagu ve arkadaslarmin 2013 yilinda yaptiklar
calismada P. gessardi’den maksimum lipaz iiretiminin pH 7.0'de oldugu rapor edilmistir

[139].

Fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu sonuclarina gore lipaz iiretim
besiyerinde yag kaynagi olarak hindistan cevizi yagi (% 1) azot kaynagi olarak jelatin
(% 0,2 w/v), inorganik azot kaynagi olarak (NH4),SO4 (% 0,5) kullanilmis ve besiyeri
pH’st 7 olacak sekilde hazirlanmistir. Ayrica 6rneklerin bu besiyerindeki inkiibasyon

sicaklig1 30 °C, inkiibasyon siiresi ise 18 saat olarak belirlenmistir.

Optimum fermantasyon kosullarinda A. veronii EK-2 izolatindan lipaz iiretimi
saglanmis ve A. veronii EK-2 lipazi santrifiij, diyaliz ve ultrafiltrasyon yontemleriyle
kismi olarak saflastirilmistir. Saflastirma basamaklarindaki toplam ve spesifik aktivite
belirlenmigtir. Kismi saflagtirmanin son asamasi olan ultrafiltrasyonda elde edilen
enzim sollisyonunun toplam aktivitesinin (39,47 U/ml) ve spesifik aktivitesinin (912
U/mg) daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ultrafiltrasyon agamasinda enzim daha yogun
elde edildigi icin, toplam ve spesifik aktivitenin de daha yiiksek oldugu

distiniilmektedir.

Calismanin ikinci kisminda ise lipazin karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir.
EK-2’den kismi saflastirilmis lipazin optimum aktivite gosterdigi sicaklik, pH, tampon

ve substrat konsantrasyonu arastirilarak enzimin karakterizasyonu yapilmstir.

A. veronii EK-2 lipazinin optimum aktivite gosterdigi sicaklik 40 °C (45,05 U/ml)
olarak belirlenmistir. 4. veronii EK-2 lipazinin en diisiik aktivite gosterdigi sicaklik ise
10 °C (6,37 U/ml) olarak belirlenmistir Ayrica lipazin 10-70 °C arasinda aktivite

gosterdigi, 20-60 °C arasinda ise aktivitesini %80 oraninda korudugu rapor edilmistir.

Bu calismadaki 4. veronii EK-2 lipaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik araligi, diger

aragtirmacilar tarafindan elde edilen farkli bakteriler tarafindan firetilen lipazlarin
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aktivitesi i¢in optimum sicaklik bulgular1 ile de uyumludur. Kasana ve arkadaslar
Acinetobacter sp. lipaz1 ile yaptiklart calismada lipaz aktivitesi icin optimum
sicakliginin 40 °C oldugunu rapor etmislerdir [143]. Saengsanga ve arkadaslari
tarafindan 2016 yilinda yapilan calismada Bacillus amyloliquefaciens E1PA lipazinin
optimum 40 °C’de aktivite gosterdigi tespit edilmistir [144]. Neelambari ve arkadaslari
2011 yilindaki ¢alismalarinda A. hydrophila lipazinin optimum g¢alisma sicakligini 37
°C (12,03 U/ml) olarak belirlemislerdir [65]. Charoenpanich ve arkadaglar1 2011
yilindaki ¢alismalarinda Aeromonas sp. EBB-1 izolatindan salgilanan lipazin, optimum

aktivite gosterdigi sicakligin 37 °C oldugunu bildirmislerdir [66].

A. veronii EK-2 lipazinin optimum aktiviteyi gosterdigi tampon pH degeri pH 2-12
degerleri icin arastirilmis ve enzimin en yiliksek aktiviteyi gosterdigi degerler pH:8
(45,17 U/ml) pH:10 (44,17 U/ml) olmustur. Enzimin en diisiik aktiviteyi gosterdigi
deger pH:4 (3,02 U/ml) olarak tespit edilmistir. pH2 ve pH:12 degerlerinde ise aktivite
saptanamamigtir. Buna ek olarak lipazin alkali pH degerlerinde aktivitesini korudugu
gozlemlenmistir. Yiiksek derecede asidik pH'ta lipaz aktivitesinin olmayisinin, enzimin
aktif bolgesinde koordine edici rolii olan Ca®" iyonlarimin kaybina bagl olabilecegi

distiniilmustiir [66].

A. veronii EK-2 lipazinin alkali pH’da optimum aktivite gostermesi taranan literatiirdeki
diger calismalarla da uyumludur. Neelambari ve arkadaslar1 2011 yilindaki
calismalarinda Aeromonas hydrophila lipazinin alkali pH degerlerinde (pH:8-10) daha
yiiksek stabilite gosterdigini rapor etmislerdir [65]. Charoenpanich ve arkadaslar1 2011
yilindaki ¢alismalarinda Aeromonas sp. EBB-1 izolatindan salgilanan lipazin, pH 8'de
pNPP’ye karsi maksimum hidrolitik aktivite sergiledigini bildirmislerdir [66]. Kasana
ve arkadaslar1 Acinetobacter sp. lipaz1 ile yaptiklar1 calismada lipazin optimum
pH’sinin 8 oldugunu bildirmislerdir [143]. Gupta ve arkadaslar1 tarafindan yapilan tiim
bakteriyel lipazlarin kapsamli derlemesinde bir¢gok durumda lipazlarin 7'den yiliksek pH
degerlerinde maksimum aktivitesinin gozlendigini belirtilmistir [145]. Javed ve
arkadaslarinin yakin zamanda yaptiklar1 kapsamli derlemede ise son zamanlarda
calisilmig 27-bakteriyel lipazin fizyokimyasal 6zellikleri incelenmis ve Pseudomonas
gessardii, Spirulina platensis ve Bacillus pumilus RK31'den elde edilen lipazlarin,

asidik pH'da en iyi sekilde ¢alisirken, diger 24 bakteriyel lipazin alkali pH'da calistigi
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rapor edilmistir [7].

Tampon konsantrasyonunun A. veronii EK-2 lipaz aktivitesine etkisi incelendiginde,
lipazin genis bir tampon konsantrasyonu araliginda aktivitesini korudugu
gozlemlenmistir. 4. veronii EK-2 lipazinin en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tampon
konsantrasyonu 50 mM pH 8,0 Tris-HCI (56,35 U/ml), en diisiik aktiviteyi gosterdigi
tampon konsantrasyonu ise 200 mM pH 8,0 Tris-HCl (37,13 U/ml) olarak tespit
edilmistir. Taranan literetiirde tampon konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisinin
incelendigi bir caligmaya rastlanmamistir, bu g¢alismada tampon konsantrasyonu ve
lipaz aktivitesi iliskisi ilk kez incelenmistir. 4. veronii EK-2 lipazinin genis tampon
konsantrasyonunda aktivitesini korumasinin endiistriyel ¢aligsmalarda tercih edilen bir

0zellik oldugu diisiintilmektedir.

Substrat konsantrasyonunun A. veronii EK-2 lipaz1 aktivitesine etkisi incelendiginde
3,375 mg/ml (7,88 U/ml) olarak hazirlanan pNPP substrat ¢ozeltisinin enzimin en diisiik
aktivite gosterdigi substrat konsantrasyonu olurken 27 mg/ml (48,6 U/ml) olarak
hazirlanan pNPP substrat ¢dzeltisinin enzimin en yliksek aktivite gosterdigi substrat
konsantrasyonu oldugu goriilmiistiir. Bu degerden daha yiiksek konsantrasyonda
hazirlanan substrat konsantrasyonu ile gerceklesen reaksiyonlarda ise enzim
aktivitesinde diisiis gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda substrat igeren ¢ozeltilerde
substratin  yeterince ¢Oziinememesinden dolayr enzim aktivitesinin  diistiigi
diistiniilmektedir. Sethi ve arkadaslart 2015 yilinda Aspergillus terreus lipaz1 ile
yaptiklar1 c¢aligmada, lipazin optimum aktivite gosterdigi substrat konsantrasyonunu

arastirmig ve optimum substrat konsantrasyonunu % 1,5 olarak rapor etmislerdir [67].

Enzim karakterizasyon calismalar1 sonucunda, A. veronii EK-2 lipazinin optimum
calisma sicakligi 40 °C, pH’s1 8, tampon konsantrasyonu 50 mM Tris-HCI ve substrat
konsantrasyonu 3,375 mg/ml pNPP olarak belirlenmistir.

Mikrobiyal lipit igerigin oOlgiilmesinde spv testinden yararlanilmigtir. Bakterilerdeki
toplam lipit iceriginin Ol¢limiinde hizli sonu¢ vermesi, hassas sonu¢ vermesi ve
uygulama kolayligindan dolay1r spv testi kullanilmaktadir [146]. A. veronii EK-2
izolatindaki lipit miktar1 spv testi ile arastirilmis ve izolatin 1 ml’sinde 26,08 pg lipit

oldugu belirlenmistir.
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Bu calismada yag ile kontamine alanlardan izole edilen mikroorganizmalarin lipolitik
aktivitesi kalitatif ve kantitatif metotlarla arastirilmis ve aktivitesi yiiksek olan tiirlerin
16s rRNA gen bolgesi sekanslanarak bu tiirler Aeromonas veronii olarak
tanimlanmistir. Tanimlanan izolatlar arasindan EK-2 segilerek, bu izolattan en yiiksek
enzim iiretiminin gerceklestigi kosullar arastirilmis ve lipaz iiretiminin arttirilmasi i¢in
inkiibasyon siiresi ve sicakligi, besiyeri pH’si, inorganik ve organik azot kaynagi,
karbon kaynagi gibi farkli fermantasyon parametreleri optimize edilmistir. Uygun
fermantasyon kosullarinda {iretilen lipazin diyaliz ve ultrafiltrasyonla kismi
saflagtirilmast yapilmis ve kismi saflastirilmis enzimin karakterizasyonu yapilarak
enzimin en yliksek aktivite gosterdigi sicaklik, tampon pH’s1 ve konsantrasyonu ile

substrat konsantrasyonu belirlenmistir.

Bu calismayla ilk kez 4. veronii lipazinin optimizasyon ve karakterizasyon caligmasi
detayli bir sekilde gerceklestirilmistir. Taranan literatiirde 4. veronii lipaziyla ilgili bu
kadar farkli parametrenin incelendigi bir ¢caligsmaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma besiyeri
bilesenleri ve inkiibasyon kosullarinin degistirilmesiyle A. veronii EK-2 izolatindan
lipaz tUretiminin arttigini, A. veronii EK-2 lipazi i¢in optimum c¢aligma kosullar
saglandiginda ise enzimin aktivitesinde artis oldugunu gostermistir. Calismanin
sonuglar1 degerlendirildiginde, A. veronii EK-2 izolatinin lipaz iiretimi i¢in potansiyel
olarak kullanilabilecegi Ongoriilmektedir. Goreceli olarak yiiksek sicaklik ve pH
optimasi, belirgin termal stabilitesi ve ayn1 zamanda genis bir pH aralifinda aktivitenin
korunmasi1 nedeniyle, Aeromonas veronii EK-2 izolatindan saflastirilmis hiicre disi
lipazin, endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda kullanim potansiyeli oldugu

diistiniilmektedir.

Fizyokimyasal olarak Aeromonas veronii EK-2 lipazina benzer oOzelliklere sahip
lipazlarin biyodizel uygulamalarinda kullanildigi ¢alismalar son zamanlarda siklikla
rapor edilmistir. Kumari ve Gupta 2012 yilinda Trichosporon asahii MSR 54 lipazinin
hindistancevizi yagini % 87,6 oranda biyodizele ¢evirdigini rapor etmislerdir [147]. Li
ve Yan 2010 yilinda Pseudomonas cepacia lipazinin Sapium sebiferum yagini % 96,22
oraninda biyodizele ¢evirdigini belirtmislerdir [92]. Lan ve Hoa 2015 yilinda Candida
rugosa ve Porcine pancreas lipazlarinin hindistancevizi yaginit % 62,55 ve % 59,72

oraninda biyodizele c¢evirdigini tespit etmislerdir [148]. Biyodizel iiretimi esas olarak
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kimyasal katalizor kullanilarak yapilmaktadir fakat kimyasal katalizin diistik verimi ve
tepkimede yan irliin olarak olusan gliserolin geri kazanilamamasi gibi
dezavantajlarindan dolay1, enzimatik transesterifikasyon biyodizel iiretiminde tercih
edilen bir yoldur [133]. Tim bunlar goz Oniine alindiginda Aeromonas veronii EK-2

lipazinin biyodizel iiretiminde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir.
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