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OZET

Lipazlar (triagilgliserol hidrolazlar; EC.3.1.1.3) lipid-su araylzeyinde trigliseritlerin
hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Mikrobiyal lipazlar, deterjan, transesterifikasyon ve
kira bilesiklerin sentezlenmes agisindan endustriyel agidan oldukca ilgi cekmektedirler.
Termofilik mikroorganizmalarin lipazlar: sicaklik ve kimyasal denatiirasyona karsi direngli
olduklarindan dolay: endustiyel stireclerde 6nemli rolleri vardir.

Bu calisma Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz geninin klonlanmasini, gen GrGniniin
izolasyonunu ve karakterizasyonunu konu almaktadir. PDF1 lipazim kodlayan 740 nt' lik
genin baz dizilimi belirlenerek pET28a+ vektdriine klonlandi. Geni igeren vektor, E.coli
BL21 hiicresine aktarilarak lipaz ekspres edildi ve saflastinldi. Saflastinlan lipazin
maksimum aktivites 60°C pH 8'de incelendi. p-nitrofenil butirat igin olan 0,348 MM K,
degeri ile diger bircok lipaz enzimlerine gore daha distk bir K,, degerine sahip oldugu
belirlendi. Mg, Li, Ca? K, Zn", ve Co* meta iyonlarinin etkisi incelendi. PDF1
lipazimn molekiler agirhigr 28 kDa olarak tespit edildi. Elde edilen veriler 1s181nda,
enzimin biyokimyasal o6zellikleri, enzimin 6nemli bir endUstriyel enzim olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anoxybacillus, Lipaz, EKspresyon

VI



SUMMARY
Cloning, Expression and Characterisation of Lipase From Anoxybacillus sp. PDF1

Lipases (triacylglycerol acylhydrolases, EC.3.1.1.3) catalyze the hydrolysis of
triglycerides a the oil-water interface. Microbia lipases have currently received
considerable attention with regard to biotechnological applications for detergents,
transesterification and chiral compound synthesis. In particular, lipases from thermophiles
are expected to play a significant role in industrial processes, since they are thermostable
and resistant to chemical denaturation.

This work describes the cloning, isolation, and characterization of lipase from
Anoxybacillus sp. PDF1. A 740 nt lipase gene coding for lipase from Anoxybacillus sp.
PDF1 sequenced and cloned into pET28a+ vector. Vector encoding this gene was
transformed into E.coli BL21, expressed and purified. The purified lipase showed optimal
activity at 60°C in pH 8. It was determined that the enzyme had a lower K, (0,348 mM)
for paranitrophenylbutyrate than most of the lipases. Metal ion effects to lipase were
observed with cloride salts of Mg*?, Li, Ca™ K, Zn*? ve Co"metal ions. The molecular
mass of the lipase was determined to be 24 kDa on SDS-PAGE. In the light of all data it
has been suggested that the enzyme's biocatalytic properties proved to be one of the
important industrial enzymes.

Key Words: Anoxybacillus, Lipase, Expression
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Biyoteknoloji, cok cesitli alanlarda gelisme gdsteren ve ginimizde molekiler
biyolojik yontemlerin de yaygin sekilde kullammiyla birlikte, giderek molekuler
biyoteknol oji seklinde transformasyon gegiren, cok yeni ve gel ecege damgasini vuracak bir
adandir. Ticari alanda kullarilan Urinlerin Uretilmes ile ilgili calismalarin  giderek hiz
kazanmasi sonucu, 6nemi her gecen giun daha da artmaktadir. Enzim teknolojisinin
giderek gelismesi, Urinlerin  kullamm alanlarimin cesitliligi ve ekonomik degerinin  ¢ok
yuksek olmas nedeniyle, biyoteknolojinin endistriyel enzimlerle ilgili aamnda yapilan
cesitli arastirmalar, daha da énem kazanmaktadir. Ozellikle birkag Ulke disinda diger
ulkelerin bu konuda tamamen disa bagimli olmalari dikkate alindiginda, bu konu daha da

Onemli duruma gel mektedir.

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biydk bir spesfiklikle ve hizint artirarak
katalizlerler. BUttin bu enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, canli organizmalarin
metabolizmaanin temeli olup randimanli ve ekonomik olarak biyokatalitik degisim
uygulamal arinda endistri igin muazzam firsatlar saglamaktadir (Van Beilen ve Li, 2002).
Biyolgjik sistemlerde oldugu kadar endustriyel uygulamalar icinde 6nemli 6zelliklere sahip
olan enzimler, asitler, bazlar ya da metal oksitler gibi inorganik katalistlerin tersine son
derece secici ve verimli olmalar, i1limli sartlarda calismalarn ve biyolojik olarak
parcalanabilmeleri gibi pek cok avantga sahiptirler. Bu ozellikleri sebebiyle endustri
acisndan blyuk 6nem tasmaktadirlar (Sagiroglu, 1999). Gunimuzde enzimler tip, kimya
endustrisi, gida prosesi, ziraat, tekstil, deri sektord, birgok endistriyel malzemenin Uretimi
ve islenmesi, cesitli toksik maddelerin muamelesi gibi pek ¢ok alanda kullamlmaktadirlar
(Telefoncu, 1997; Karademir vd., 2002). Enzimler bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi
farkli orijinlerden elde edilmektedir. Fakat potansiyel endistriyel uygulamalarda
mikrobiyal enzimler genis capta kullamlmaktacir (Sagiroglu, 1999). Hayvansal
kaynaklardan enzim Uretimi, pahali olmasimin yaminda, arz ve talep gibi pazar faktorleri
tarafindan da etkilenmektedir. Buna karsilik bircok bitkisel kaynakli enzim nispeten kolay
elde edilebilir. Fakat, bitkisel kaynaklarin da endustriyel hammadde olarak kullaniimalars,
gdaihtiyaclarnna baglidir. Mikrobiyal enzimler ise blyUk capta tretimi mumkin kilacak



yontemlerle Uretilebilirler. Aynca, mikroorganizmalann ureme sireleri  kolaylikla
enzimlerin pazar ihtiyaclarina uyarlanabilir (Telefoncu, 1986). Gunimizde azalan dogal
kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bircok dretim aam igin potansiyel olarak
gérinmekte ve bu konuda yogun calismalar yapilmaktadir (Topal vd., 2000).

Endustrilerin ihtiyag duydugu enzimlerden bir grubu da lipazlar/esterazlar olusturur.
Esterazlar, (EC 3.1.1.x) organik ¢Oziicu ortaminda, ester baglarinin olusumunu ve sulu
ortamlarda ise bu baglarin hidrolizini ve modifikasyonunu (transesterifikasyon)
katalizleyen hidrolaz sinifi ve oldukca ilgi geken enzimlerdir. Bu enzimler tarafindan
katalizlenen esterlesme/hidroliz reaksiyonlar: genellikle ylksek bir stereosecicilik ile yani
sadece tek bir Grunin olusmasiyla gerceklesir ki, bu durum lipazlarin/esterazlarin
farmakoloji, gida mihendidligi ve kimya endistrilerinde 6nemli bir biyokatalizér olmasim
saglar. Boylece enzimler kullanilarak ilimli sartlarda ve ¢ok kisa zaman dilimlerinde,
yuksek verim ve saflikta endustrinin ihtiyag duydugu maddeler Uretilebilmektedir
(Bornshcheuer ve Kazlauskas, 1999; Kawamoto vd., 1987).

Lipazlarin/esterazlarin endustride bircok alanda kullanmma girmesi bu enzimlerle ya
da bu enzimleri Ureten mikroorganizmaarla ayrintili calismalarin yapilmasn zorunlu
kilmaktadir. Bu ¢alismalar, lipaz/esteraz Ureten yeni mikroorganizmalarin izole edilmesi ve
taninmasi, bu enzimlerin saflastiriimasi, immobilizasyonu (tutuklanmasi), ekspresyonu ve
karakterize edilmess ile vyuksek acaklik, pH, organik c¢ozuculer, cesitli
yukseltgen/indirgenlere karsi kararhh olmasimn ve aktivasyonunun saglanmast olarak
ozetlenebilir. Ozellikle yaglarla ilgili son zamanlarda yapilan calismalar, kimyasal
islemlerin yerini biyolojik islemlere terk etmesi konusunda yogunlasmaktadir. Bunun en
temel sebebi kimyasal islemlerde yan urtin olusma ihtimalidir ve yan Urin sayisi ¢oktur ve
ayrica yuksek scaklik, basing, pH vb. gibi olaganustli sartlar gerektirir. Dolayisiyla
kimyasal yontemler biyoteknolojik yontemlere gbre cogu kez daha az ekonomiktirler.
Endistride son yillarda termofilik mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar tercih
edilmektedir. Termofilik bakteriler ekstrem sicaklik sartlarinda yasamaya adapte olmus
canlilar olup, bunlarin icerdigi termofilik enzimler son zamanlarda biyoteknolojik ve
endustriyel alanlarda kullamlmaktadir.

Termofilik enzimlerin pH degisikliklerine ve yiksek scakliklara kars1 gosterdigi
kararlilik, bu enzimlerin endistri aanlarinda tercih edilme nedenleridir. Termofilik
enzimler, mikroorganizmalarin optimum biyime sicakligindan daha yiksek bir sicaklikta
bile kararli ve aktiftir. Bu yiksek sicakliklar, reaksiyon sirasinda meydana gel ebilecek



kontaminasyon riskini dnemli derecede azaltir, ¢linkli biyolojik déngide kontaminasyona
sebep olan bakterilerin cogu mezofiliktir (Burg, 2003). Ayrica bu yiksek scakliklarda,
reaksiyona katilan maddelerin diflizyon hizlar ve ¢ozinurltkleri énemli derecede artar ve
bu da daha fazla triin olusumunu saglar (Mozhaev, 1993; Kumar ve Swati, 2001).

Endistri alaninda oldukca fazla ihtiyag duyulan lipazlar ile ilgili yapilacak
caligmalar, bu alana oldukca dnemli katkilar saglayacaktir.

1.2. Esteraz/Lipazlari Ozellikleri

Lipazlar (EC 3.1.1.3) ve esterazlar (EC 3.1.1.1) ester baglarimn hidrolizini
katalizleyen enzimlerdir. Hidrolizledikleri ester baglarina bagl: olarak esterazlar, bircok alt
snifa aynlhirlar. Karboksil ester hidrolazar (EC 3.1.1.x), tiyoesterazlar (EC 3.1.2.x),
fosforik monoester hidrolazlar (EC 3.1.3.x), fosfodiester hidrolazlar (EC 3.1.6.x),
difosforik monoesteraz (EC 3.1.7.x), fosforik triester hidrolazlar (EC 3.1.8.x) esterazlarin
at aniflarim  olustururlar. Bu enzimler insan, hayvan ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadirlar (Schmid vd., 1998). Karboksil ester hidrolazlarin (EC 3.1.1.x) iki 6nemli
snift mevcuttur ki bu tlrler bakteriler tarafindan da Uretilmektedir. Bunlar; lipazlar (EC
3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve gercek esterazlar (EC 3.1.1.1, karboksilesterazlar).
Her iki enzimin U¢ boyutlu yapisi karakteristik o/B-hidrolaz katlanmas olusturur. Lipazlar
katalitik bolgede G-X1-S-X2-G aminoasit sirasina sahiptir. (G= glisin S=serin X1= histidin
X2= gutamik veya aspartik asit)(Svedsen ,1994). Birkag yil 6ncesine kadar tim lipazlarin
ve esterazlarin aktif bolgede Gly-X1-Ser-X2-Gly aminoasit sekansina sahip oldugu
dustntliyordu. Daha sonralart lipazlarin  Kkarsilastirilan 53  aminoasit  sekansi
gostermistirki, bundan baska aminoasit sekansina sahip lipazlar ve esterazlar da vardir.
Ornegin  Streptococcus scabies, aktif bolgede Gly-Asp-Ser-Leu aminoasit sekansina
sahiptir.

Esterazlar suda c¢Ozunebilen substratlarda etkilidir ve kisa zincirli yaglarin
reaksiyonlarimi katalizlerler.(C<12) Buna karsilik lipazlar, suda ¢oziinemeyen yaglarda
etkilidirler ve uzun zincirli yaglarin reaksiyonunu katalizlerler.(C>12) (Jaeger vd.1994)



1.2.1. a/p Hidrolaz Katlanmasi

o/B hidrolaz katlanmas, o/f/a sandvici olusturacak sekilde besten sekize kadar o-
helikslerle baglanmis bir p-sheet kordan olusan bir yapidir. Cogu familyada [-sheet
paraedir. Katalitik bélgede Ser- Asp-His Ucltsii yer almaktadhr.

Sekil 1 Bacillus thuringiensis’e at lipase o/ hidrolaz
katlanmas nin sekonder yapisi

Sekil 2. o/p hidrolaz katlanmasinin sekonder yapis



1.2.2. Bakteriyel Lipolitik Enzimlerin Simniflandirilmasi

Enzimlerin siniflandirilmasi, substrat spesifitelerine, aminoasit sekansina ve gen dizi
analizlerine gore yapilabilir. Lipazlarin ve esterazlarin yapilart hakkinda bilgiler son
yillarda bir ¢cok gen dizisinin agiklanmasiyla ve kristal yapilarin aydinlatilmasayla birlikte
buyik olcide artmustir. Boylelikle, farkli kaynaklardan elde edilen enzimler
karsilastirilabilir olmustur. Diger taraftan yiksek dizin homolojis enzimlerin benzer
substrat spesifitesine, benzer optimum pH ya da scakliga sahip olduklarin
gostermemektedir. Hatta bazi durumlarda da benzer bir dizine sahip enzimlerin tamamiyla
farkli reaksiyonlar: katalizledikleri gortlmektedir.

Bakteriyel lipolitik enzimler, amino asit sekanslari ve biyolojik 6zellikleri esas
aindigindatemel olarak 7 simifa aynimaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

I. Ailel

Gergek lipazlar olarak adlandinlirlar ve 6 at simiftan olusmaktadir. Pseudomonas,
Vibrio, Bacillus gibi bakterilerin lipazlan bu sinifa dahildir.

Il. GDSL ailesi

Klask Gly-X1-Ser-X2-Gly aminoasit srasi yerine Gly-Asp-Ser-Leu sirasina
sahiptirler. Aktif serin kismi, N-terminal uca diger lipazlardan daha yakindr.
Streptococcus, Salmonella gibi bakteriler bu siniftayer alir.

1. Aile 1l

Bu enzim ailes ilk olarak Cruz ve arkadaslan (1994) tarafindan tarumlanmustir.
Moraxella cinderi bu smfadahildir.

IV. Hormon duyarl: lipaz ailesi

Bu sinif enzimlerin aminoasit srasi, memeli hormon duyarl: lipazi aminoasit srasi
ile benzerlik gostermektedir. Memeli hormon duyarl lipazi ve Moraxella susundan elde
edilen lipaz oldukc¢a dustk sicakliklarda (15 °C'nin altinda) yuksek aktiviteye sahiptirler.
Bu durumun, korunmus siralarindan kaynaklandigi disunilmis olsa da benzer aminoasit
grasina sahip mezofilik (Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus) ve termofilik
(Alicydobacillus acidocaldarius, Archeoglobus fulgidus) bazi mikroorganizmalarin ayn
sekilde davranmamasi bu tir bir davranisin aminoasit arasindan kaynaklanmadigini ortaya
koymaktadir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

V. AileV

Bu snif lipolitik enzimlerin ¢ogu Pseudomonas oleovorans, Haemophilus

influenzae, Acetobacter pasteurianus gibi mezofil bakteri kokenlidir. Aminoasit siralar:



o/[3-hidrolaz yapisina sahip ve katalitik Uclt iceren epoksit hidrolaz, dehalojenaz ve
haloperoksidaz gibi lipolitik olmayan enzimlerle benzerlik gosterir.

V1. AileVI

23-26 kDaluk molekll agirliklanyla bilinen en kuguk esteraz simifint olustururlar.
Pseudomonas fluorescens karboksil esterazimin ¢ boyutlu yapis belirlenmistir. Bu
enzimin aktif formu bir dimerdir ve at birimleri afalbeta-hidrolaz yapisina sahiptir ve
klasik Ser-Asp- His kataitik Uc¢lustnu igerir. Bu karboksil esteraz kugik substratlari
hidrolizlemesine ragmen uzun zincirli trigliseritlere kars1 aktivite gostermemektedir. Bu
ailede yer alan enzimler hakkinda cok fazla bilgi bulunmamaktadir. Aminoasit sirasin
veren gen sralan baska gen sralanyla benzerlik gostermemektedir. Bununla birlikte
yalnizca bir tane enzimin Okaryotik lizofosfolipaz ile (Cat2 a bagimli olmayan
lizofosfolipaz A2) ile %40 benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Arpigny ve Jaeger, 1999).
Spirulina platensis, Rickettsia lipazlari bu snifa dahildir.

VII. Aile VIl

Bu sinif bakteriyel esterazlar Aile VI enzimlerine gore daha buyuk molekdl
agirhgina (yaklasik olarak 55 kDa) sahiptirler. Homolojileri, 6karyotik asetilkolin esteraz,
bagirsak ya da karaciger karboksil esterazlari (domuz karaciger esterazi) ile oldukga
benzerdir. Bacillus subtilis esterazi p-nitrobenzil esterlerini hidrolizleyebilmektedir.

VIII. AileVII

Bu aileyi meydana getiren ¢ enzim de yaklasik 380 aminoasit igermekte ve C (3-
laktamaz snifi enzimlerle benzerlik gétermektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Bu ailedeki
esterazlann katalitik mekanizmasini agiklayabilmek icin daha fazla ¢alismaya ihtiyag

vardr.

1.3. Esteraz/Lipazlarin Reaksiyon Mekanizmalari

o/B-hidrolazlarin sekonder yapilanimn 5-6 kadar alfa -sarma ve 8 kadar da beta-
tabaka yapisndandan ibaret oldugu ve aktif bolgede bulunan katalitik Gclinin (Ser-His-
Asp/Glu) hidrofobik aminoasitlerce (Phe, Trp, ile, Leu ve Try gibi) zengin, | veya 2 afa
sarmal yapida polipeptid zincirinden ibaret, bir kapakla kusatildig bilinmektedir (Jaeger ve



Reetz, 1998). Bu hidrofobik birimlerin ¢ogu lipazlarin lipid-su araylizeyine tutunabilmesi
icin gorev gorurler ve bdylece lipid ytzeyinin hidrofobik kismina enzimin nifuz etmesini
saglarlar (Jaeger ve Reetz, 1998). Bir aktivasyon oldugunda enzimin kapagi kapal
formdan agik forma donusir ve bdylece aktif bolge substratin etkilesebileceg bir hale
gelir. Bu aktivasyon islemi sirasinda katalitik serin birimi Uzerinde hidrofobik bir yarik
olusur. Bu yarik acil gruplarinin ulasabilmesi icin uzanmis bir cep seklindedir. Bir ¢ok
lipazda kapagin hareketiyle ayrica bir oksianyon bosluk olusmaktadir. Bu bosluk substrata
yapilacak nukleofilik saldiri sraanda olusan negatif yukleri kararli kilan elektrofilik bir
cevre saglar (Jaeger ve Reetz, 1998).

Tablo 1. Lipolitik enzim aleleri (Arpigny vd., 1999)

Benzerlik (%)
Aile Subaile  Enzim Ureten Suglar Aile Subaile Ozellikleri
| i Pssudomenas aeruginosa® Da0EeT 100 True lipases
Psaurdomanas fuorescens CF AF031228 95
Vibria choleras ¥16943 i7
Acinefobacter calcosceficus XB0BON 43
Psaudomanas frag #4033 40
Peeudomanas wisconsingnsis lageo7 32
Proteus vidgans lz38da 38
2 Burkholdenis glumas* 70354 35 100
Chromabacterium wscosum® (o3deg 35 100
Burkholdenis cepacia” M3a494 3 7B
Pssudomanas luteoiz AF050153 13 i
3 Pssui s fuarescens SIK WY 01455 14 100
Serrati 013253 15 ]l
4 Bacilus M7dnio 16 oo
Bacillus pun A34332 13 80
5 Bacillus stearothermaphilus U7eTan 15 100
Bacillvs thermecatenulatus ¥95309 14 o4
it Xo2ad4 15 28 Phaspholipase
5 M12715 14 28
infyacoccus epidermidis AFD90142 13 26
[ ropionibacterium acnes #89255 14 100
Streptomyces clanamaenaus Uanoss 14 50
I {GRSL Aeramonas hydrophila Piodan 100 Secmeted acyhransferass
Streptomyces scables® M37297 36 Sacrated esterase
Peeudomanas aeruginosa AFO03091 35 OM-bound ezteraze
Salmonella tphimuniom AFD4T014 28 OM-bound esterass
Photorhabdus SEENS XEB3TY 28 Sacreted esterase
1} Streptomyces exaliatus® Mas351 100 Exiracellular lipaze
Streptomyees albus Uozii4 3z Extracellular lipaze
Moravella sp. #53053 33 Extracellular esterase 1
IV (HSL) Alicyclebacillus acidocaldarivs ¥62635 100 Esterase
Pssudomanas sp. 8711 AFD3d0a8 54 Lipase
Archaeagiobus fulg AEDD03AS 48 Carbaylesterase
Alcaligenes suiropfivs 136817 40 Putative lipaza
Escherichia coli AEDOO153 6 Carboylesterase
Moravella sp. X53863 25 Extracellular esterase 2
v Pseudomanas ofeoverans M58445 100 PHA-dz2polymerase
Hasmaohilus Infivanzae Uazrod L] Putative esterase
Psychrobacter immobills XETT12 3 Extracellular esterase
Moravella sp. 53889 34 Extracelllar esterase 3
Sulfalobus acidocaldanis AF0T1233 32 Esteraze
Acetobacter pasteuranus ABD1 3096 0 Esierase
il Synechocystiz sp. Da0and 100 Carbanylestarases
il ST04149 30
579600 24
Ricketisia prowarekil 1778 20
Chlamydia trachematis AEn01287 18
Vil Arifrobacter oxydans Qoidro 100 Carbamate hydrolass
Bacillus subhils Pa79s7 48 o-Nitroberzyl esferase
Streptomyces coelicalor Chazzred 15 Putative carboxylestarase
Vi Arthrobacter glebilormis Ahboadaz 100 Stereoselective esterase
Streptomyees chrysemalius Chavasdz 43 Call-bound esterase
Pseudomanas fuarescens SIK W7 AACED4T] 40 Esteraze I




Gend olarak, o/f3-hidrolaz enzim ailes esterazlan tipik serin hidrolaz mekanizmasin
kullanirlar, bu serin proteazlarin mekanizmasina benzerdir. Ester hidrolizi ve olusumu
reaksiyonlar esterazlar icin benzerdir ve dort adimdan olusur (Bornscheuer, 2002) (Sekil
3).

1- ilk basamakta aktif bolgedeki serin biriminin substratin karbonil karbonuna
nukleofilik saldinisiyla tetrahedral bir ara Urin olusur. Bu ara Urdn histidin ve asparagin
amino asitleri tarafindan kararl 1 kil inir

2- Ikinci acimda alkol salinir ve agil-enzim kompleksi olusdur.

3- Yine bir nikleofilin saldirisi ile (hidroliz reaksiyonlarinda su molekilu ve
transesterifikasyon/esterifikasyon reaksyonlarinda bir alkol ya da ester) acil-enzim
kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara trtin olusur.

4- Son olarak bir asit ya da esterin ayriimasi ile enzim yeniden elde edilir
(Bornscheuer ve Kazlauskas, 1999).

Her iki tetrahedral ara Urin bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon
boslugundaki protein atomlarimn hidrojen bag1 kapasitesi ile kararli kiliir (Gandhi vd.,
2000).

Lipazlar ve esterazlar hidroliz, esterifikasyon, transesterifikasyon, akolizis,

aminolizis, asidolizis reaksiyonlarim katalizlerler.

1.3.1. Lipaz/esteraz Katalizli Hidroliz Reaksiyonu

Lipazlarin, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden ester sentezi reaksiyonlarindan
baska esterlerin gliserol ve uzun zincirli yag asitlerine hidrolizi reaksiyonlarim da
katalizledikleri bilinmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998) (Sekil 2). Enzimin bu aktivites
suphesiz ortamin hidrofobisitesine bagli olmakla birlikte, lipazlarin yaglarin hidrolizini
katalizledikleri uygun ortamin lipid-su araylizeyi oldugu bildirilmektedir (Martinelle vd.,
1995). Ozelikle deterjan endistrisinde yag kaynakl1 kirliliklerin daha etkili bir sekilde
uzaklastirilmas, deterjan katkia olarak lipazlarin kullanimasiyla saglanmaktadir (Jaeger
ve Reetz, 1998). Burada lipazlarin hidroliz yonindeki reaksiyonu katalizledikleri
bilinmektedir. Kagit sanayinde odundan istenmeyen lipidik maddelerin uzaklastirilamanda
da lipazlar kullamlmaktadir. Nippon Paper Industries firmasi Candida rugosa lipazimn
odunun yapisinda bulunan trigliseridierin % 901 hidrolizledigi bir yontem gelistirmistir
(Sharmavd., 2001).
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Sekil 3. Lipaz / Esteraz katalizli reaksiyon denklemi

1.3.2. Esterifikasyin ve Transesterifikasyon Reaksiyonlar:

Esterifikasyon
RCOOH + ROH —»  RCOOR' + H,0

Alkolizis
RCOOR'+ R'"OH —» RCOOR" + R'OH

Asidolizis
RCOOR' + R"COOH — R"COOR' + RCOOH

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

Son ug reaksiyon genellikle birlikte simiflandirilir ve transesterifikasyon olarak
adlandirilir. Lipazlann geri donusimli sentez reaksiyonlarim katalizleme kabiliyetleri
istenilen bazi Grinlerin Gretiminde kullamimaktadir. Esterifikasyon, su ve ester olusumuna
yol acarken, akolizis, asidolizis ve interesterifikasyon gibi transesterifikasyon islemleri
arasinda su yerine alkol, asit veya ester olusur. Bu nedenle, bu olusan Urtinlerden herhangi
biri istenilen bir Urlin ise, transesterifikasyon reaksiyonlar esterifikasyona gore daha karl1
bir islem olur. Esterifikasyon temel olarak bir asitin akolle reaksiyonunu kapsarken,
lipazlar cok daha genis bir substrat spektrumu gosterirler. Bu da lipazlara seker esterleri,
tiyol esterleri, peptitler, yag amidleri gibi Urtnlerin sentezlerini katalizleme olanag saglar.
Bu durumun sonucu olarak, lipazlar potansiyel uygulamalar icin bilinen diger enzimlerden
cok daha onemli bir yere sahiptirler (Gandhi, 1997).
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1.4. Esteraz/Lipaz Ureten Organizmalar

Insan-hayvan, bitki ve mikroorganizmalar enzimlerin elde edilmesinde kullamlan
kaynaklardir. Guniimuizde, mikroorganizmalar, enzimlerin Uretilmesinde en 6nemli ve en
yaygin kaynak durumundadir (Kademi vd., 1999). Lipaz Ureten mikroorganizmalar;
endustriyel atiklar, bitki yag: isleme fabrikalari, stit Urtnleri, petrol veya yag ile kirletilmis
topraklar, sicak su kaplicalar1 gibi aanlarda bulunabikmektedir. Lipaz Ureten
mikroorganizmalar; bakteri, maya, kuflerdir (Sharma vd., 2001). Funga lipazlarla
calisgmalar 1950’ lerin basinda baslamis, Lawrence ve daha sonra Brockerhoff ve Jensen
tarafindan bu enzimler ¢esitli yonlerden tartisilarak kapsamli olarak incelenmistir. Bundan
sonra birgcok aragtirmaci termal stabilite, substrat 6zgulligl ve organik c¢ozlculerdeki
aktivitelerinden dolayr degerli lipaz kaynagi olarak funguslar gostermislerdir (Ghosh vd.,
1996). Fungal lipazlar, grup fermentasyonunda kullanimalan ve disuk maliyette
ekstraksiyon metotlarindan dolayr bugin teknolojide tercih edilmektedir. Bu sebeplerden
lipaz Oretimi icin fungusar arastinlmistir. Ticari lipazlarin belli basli Ureticileri;
Aspergillus niger, A. terreus, A. carneus, Candida cylindracea, Humicula lanuginosa,
Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus Ve R. oryzae’ tir
(Ghosh vd., 1996).

Lipazlar, bakteriler tarafindan da Uretilmektedir. 1901'de Bacillus prodigiosus, B.
pyocyaneus Ve B. fluorescens’ de bu enzimlerin varlig gozlenmistir.

Lipaz caismalan Candida sp. , Pseudomonas sp. , Bacillus sp. , Rhizopus sp. ,

Uzerinde yogunlasms durumdadir.
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Tablo 2. Lipaz Ureten bazi organizmalar

Enzim Kaynag Cins Tiir
Bakteri Bacillus B. megaterium
B. subtilis

B. coagulans

B. thermoleovorans 1D-1

Staphylococcus S. canosus
Lactobacillus Lactobacillus sp.
Streplococcus 8. lactis
Burkholderia Bu. glumae
Pseudomonas P. aeruginosa

P. putida 3SK

P. glumae

P. cepacia

P. fluorescens
Mantar Rhizopus Rhizop. delemar

Rhizop. oryzae

Rhizap. arrhizus

Aspergillus A. flavus
A. niger
A. oryzae
Penicillium Pe. cyclopium
Mucor Mu. Miehei
Maya Candida C. rugosa

C. antarctica
C. eylindracea
Saccharomyces Salipolytica

Aktinomisitler Strepromyces Str.cinnamomeus

1.5. Bakterilerde Lipaz/Esteraz Aktivitesi Tespit Yontemleri

Lipazlar, trigliseritleri hidrolize ederler ve serbest yag asitleri ve gliserolin meydana
cikmasini saglarlar. O nedenle, bu enzimler icin analiz meotlar: genel olarak serbest yag
aditlerinin olusumunun analiz edilmesi kriterleri etrafinda geli smistir (Jensen vd., 1983).

Serbest yag asitlerinin olusumunu arastirmak amaciyla kalitatif olarak jel difiizyon
anadlizleri ve kantitatif olarak titrimetri, kolorimetrik analiz, floresans, kromatografik
prosedirler (TLC/GC/HPLC) ve immunolojik metotlar kullarilmaktadir (Jaeger vd., 1994,
Beisson vd., 2000; Gupta vd., 2003).
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1.5.1. Kalitatif Analiz

Lipaz Ureten suslar tribltrin iceren agarda incelenebilmektedir. Dort karbonlu (Lee
vd., 2001) sentetik bir trigliserit olan (Gao, 2000) tribdtirinin hidrolizi ile olusan zon ya
esteraz ya da lipazi aktivitesini gostermektedir. Y apilan bazi ¢calismalarda, zeytinyag: ilave
edilen kat1 besiyerleri lipaz Ureten kolonilerin segilmesinde kullamlmistir (Hube vd., 2000;
Martinez ve Soberon-Chavez, 2001). Alternatif olarak kat1 besiyerlerine indikator
eklenerek renkli zon olusumu gozlenmistir (Gupta vd., 2003). Nile blue siilfat, Victoria
blue, metil red, fenol red indikator olarak kullamlmustir (Lawrence vd., 1967; Converse
vd., 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad vd., 1989). Bu testler kat1 besiyerlerinde
lipolitik mikroorganizmalarin gelisimlerini hizli bir sekilde arastirmak icin uygundur.
Ancak bazi pozitif yanlis sonuclar gorulebilir. Bu mikrobiyal lipazlar tarafindan serbest
birakilan yag adtlerinin, asidik metabolitler Uretmesinden dolay:r ortamin
asidifikasyonundan kaynaklanmaktadir (Beisson vd., 2000; Gupta vd., 2003). Bunu
engellemek icin Kouker ve Jaeger (1987) floresan Rhodamine B boyasini kullanarak 350
nm dalga boyunda UV 1sig1 dtinda turuncu floresan olarak lipolizis zonlarim
gostermiglerdir. Rhodamin, serbest yag asitleriyle floresan bir kompleks olusturur. Boylece
lipaz Ureten koloniler UV 15181 atinda floresan hadeler olusturur. Burada substrat olarak
triolein (trioleoilgliserol) kullamlr (Gupta vd., 2003). Son zamanlarda bunun yerine
zeytinyag1 kullanilmaktadir (Jette ve Ziomek, 1994; Jarvis ve Thiele, 1997).

1.5.2. Titrimetri

Hidrolaz sanifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin biyik ¢ogunlugunda H* agiga
cikar. Olusan H* konsantrasyonu reaksiyon hizi ile orantilidir (Telefoncu, 1986). Ozellikle
substratlar1 sudaiyi ¢dziinmeyen hidrolazlarin (lipazlar gibi) aktivite tayinleri igin titrasyon
cok uygun bir yontemdir (Telefoncu, 1986; Ghosh vd. ,1996). Burada substrat olarak
uluslararas kabul goren triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyag kullanilir
(Jensen, 1983). Bundan baska tributrin, triasetin (triasetilgliserol) ve tripropiyonin
(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak kullamlabilir (Lanz
ve Williams, 1973; Staubmann vd., 1999). Bununla birlikte lipazlar, kisa zincirli
triacilgliserollerle karsilastirildiginda, triolein gibi uzun zincirli triagilgliserolleri daha
yiksek oranda hidrolize etmektedir (Gupta vd., 2003). Lipolitik reaksiyonda, asidin serbest
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birakilmas titrimetrik olarak analiz edilebilir. Nice yontemde reaksiyon yoninde pH
Olculur (Jaeger vd., 1994). Titrimetrik metotlar zamana bagl1 olarak serbest yag asitlerinin
serbest hirakilmasiyla sodyum veya potasyum hidroksitin - nétralizasyon oranin
Olcmektedir (Nakave Nakamura, 1992).

1.5.3. Spektrofotometrik Analiz

Genel olarak yag asidi zinciri gesitli uzunluga sahip p-nitrofenil esterleri substrat
olarak kullanilir ve meydana gelen p-nitrofenol 410 nm'de spektrofotometrik olarak
Olcilur (Winkler vd., 1979; Pencreac’h ve Baratti, 1996). Kisa zincirli esterler suda
¢Ozunir ve o nedenle bu hidroliz lipaz aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin
Olculmesini saglar. Bununla birlikte p-nitrofenil palmitat lipaz aktivitesinin 6lgilmesi icin
kullanilir. Bu analiz igin sinirlayici olan enzimatik aktivitenin asidik pH’ da p-nitrofenol’ in
absorbans vermemesinden dolay: asidik pH’ da yapilamamasdir. Enzimatik aktivite sadece
notral veya akali pH degerlerinde bu prosedirle tespit edilebilir (Kademi vd., 2000).
Kalorimetrik analiz, renksiz afa-naftil karpilat (oktanat) esterinin hidrolizi ile meydana
gelen renkli afa-naftol’ un 560 nm’ de spektrofotometrik olarak olgllmesiyle de yapilabilir
(Degrassi vd., 1999; Gandolfi vd., 2000). Alfanaftil asetat, naftil propiyonat ve naftil
butirat gibi alfa-naftil esterleri substrat olarak kullamlmaktadir (Gupta vd., 2003). Renk
uretiminin olgllmesinden baska spektrofotometrik analizler yag asitlerinin, kalsiyum veya
bakirla ¢coktirilmesiyle yapilabilir. Substrat olarak Tween kullanlir. Absorbans artis1 500
nm’ de 6lcllir (Von Tigerstrom ve Stelmaschuk, 1989) ve bu tUrbidimetrik metot, basit bir
yontem olup Tween 20 ile yapilan titrimetrik analizden 36 kat, p-nitrofenil palmitatla
yapilan spektrofotometrik analizden en az dort kat daha hassastir.

1.5.4. Florimetrik Analiz

Floresan hilesikler lipaz analizi igin kullamlirlar. Metot, lipaz aktivitesinden dolay:
serbest birakilan floresan yag asitlerinin 6lgimuni gerektirir. Triagilgliserollerin alkil
grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer degistirmesiyle analiz gerceklesir. Floresan
Ozellikte serbest pirenil gruplan olusur. Triagilgliseroller hidrolize olduktan sonra pirin
gruplarn 400 nm’'de yer degistirir (Thuren vd., 1987; Negre-Salvayre vd., 1991). Floresan
olmayan 4-metilumbelliferil oleat substrati, lipaz etkisinden sonra floresan 4-
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metilumbelliferon’un serbest irakir (Jacks ve Kircher, 1967). Hizli bir yontem olmasina
ragmen substratlarin pahai olmasi bunlarin kullanimint simirlandirmaktadir (Gupta vd.,
2003).

1.5.5. Kromatografik Prosediir

Kromatografi; lipit substratinda, enzim kataizinin hidrolizini takiben serbest
birakilan yag asitlerinin dogrudan tespit edilmesi igin kesin bir metottur. Spesifik kolonlar
vasitasiyla Uriin veya artakalan substratin miktar tayini ve analizi yapilir. Rutin analizler
icin zaman aic olmasina ragmen substrat spesifikliginin tayininde kullammu tavsiye
edilmektedir (Gupta vd., 2003). TLC; triagilgliserollerden serbest yag asitlerinin kalitatif
andizde, isaretlenmis triagilgliseroller densitometrik veya autoradiografik metotlar:
kullamlarak uygulanir. Bunlar ¢cok hassas metotlar olmalarina ragmen zaman alicidir (Ruiz
ve Rodriguez, 1982). GC; resmi American Oil Chemists Society metoduna gore; yag
aditleri bunlarn metil esterlerine gevrilir ve GC ile miktar tayinleri yapilir. HPLC; lipolizis
urdnleri kolayhikla HPLC kullanilarak tammlanabilir. Alfa-naftil laurat’in substrat olarak
kullamlchgr Maurich vd. (1991) tarafindan lipaz aktivitesini tammlanmast icin HPLC
metodu gelistirilmistir.

1.5.6. immunolojik Metodlar

Immiinolojik metotlar veya ELISA yiiksek hassasiyet ve lipazlann tespiti ve miktar
andizleri icin spesifik sistemlerdir. Bu immunolojik metotlar aktif veya aktif olmayan
lipazlarin tespit edilmesinde kullanilirlar (Grenner vd., 1982; Dati ve Grenner, 1984).
Lipazlann immunolojik tespitinde dogal veya rekombinant kaynaklardan enzimin

saflastinlmasinaihtiyag vardir (Beisson vd., 2000).

1.6. Lipaz Uretimi

Sharma vd. (2001b), mikrobiyal lipazlarin cogunlukla sivi  kdltlr olarak
uretildiklerini, fakat kati kdltir fermentasyon metotlarimn ve birkagc calismada da
immobilize hicre kilttrerinin kullanildigint bildirmiglerdir. Sivi kdlttr yontemiyle lipaz
uretiminde optimum kultlr kosullarimn ve besin gereksinimlerinin belirlenmesine yonelik
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pek cok calisma yapilmaktadir. Lipid yapidaki karbon kaynaklar: genellikle lipaz verimini
artirmaktadirlar, bununla beraber birkag arastirmaci yag kullanmadan iyi bir verim elde
ettiklerini bildirmislerdir (Sharma, 2001b). Karbon ve azot kaynaklarimin uygunlugu,
aktivatorlerin, stimulatorlerin, inhibitorlerin, surfaktanlarin  bulunmasi, inkibasyon
scakligi ve pH’si, inokilim seviyesi ve kaynagi ve oksijen miktari gibi bilyime kosullar:
lipaz sentezini etkileyebilmektedir (Hasan vd., 2009). Shelley (1987), lipaz-pozitif bir
bakterinin belirlenebilmesi igin U¢ faktdrun birlikte bulunmasi gerekti gini soylemistir: (1)
organizma Uremeli; (2) organizma genel buytme kosullan atinda lipaz Uretmeli veya
ortama salmal ve (3) aktivite tayini icin kullanilan metot yeterli hassasiyette olmali1 (Hasan
vd., 2009).

1.7. Lipazlarm Saflastinlmasi

Woolley ve Peterson (1994), pek cok lipazin pH, sicakhik, meta iyonlar1 ve
selatlayici ganlar karsisindaki aktivite ve stabiliteleri goz 6nine alinarak genis dlclde
saflastirihip karakterize edildiklerini bildirmiglerdir. Arastinclar, kullanilan saflastirma
metotlarinin genellikle presipitasyon, hidrofobik etkilesim kromatografisi, jel filtrasyon
kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi gibi spesifik olmayan teknikler oldugunu
fakat bazi durumlarda saflastirma adimlarimin sayisim  azaltmak igin - afinite
kromatografisinden yararlanildigint bildirmislerdir (Sharma et al., 2001b). Mikrobiyal
lipazlarin c¢ogu ekstraselllerdir ve fermentasyon isleminden sonra hicreler koltdr
avisindan santrifijle veya filtrasyonla uzaklastirilir. Daha sonra kdltir sivisi
ultrafiltrasyon, amonyum silfat coktirmesi veya organik c¢oziculerle ekstraksiyon
islemlerinden biriyle konsantre edilir (Saxena et al., 2003a). Eger enzim hiicre ici ise bu
defa hiicreler santrifijle kiltar sivisindan ayrilir ve tekrar tamponda ¢ozilerek parcalanir.
Hucrelerin  pargalanmasinda sonikasyon veya French pres gibi fiziksel yontemler
kullamlabilecegi gibi enzimler (bakteriler icin lizozim ve mayaar icin zimoliyaz) veya
¢esitli kimyasalarin (safra tuzu, SDS ve Triton gibi deterjanlar) kullanmlcig kimyasal
yontemler de kullanilabilir (Metin, 2007). Hicreler parcalandiktan sonra santrifijle hiicre
atiklart uzaklastirilir ve stipernatant enzim kaynagi olarak kullamlir.

Saflastirma islemlerinin yaklasik % 80'inde ilk olarak ¢oktirme islemi yapilir.
Cokturme islemlerinin % 60’ inda amonyum stilfat ve % 35’inde etanol, aseton veya bir asit
(genéllikle hidroklorik asit) kullamlir. Aires-Barros vd. (1994), diger tekniklerle
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karsilastirildiginda coktirme yontemlerinde genellikle yiksek bir ortalama verim (% 87)
elde edildigini bildirmislerdir (Saxena et al., 2003a). Coktirme islemini cesitli
kromatografik yontemler izlemektedir. Cogu zaman istenilen saflastirma diizeyine ulasmak
icin tek bir kromatografik basamak yeterli degildir ve birkag kromatografi adim: ard arda
kullanlir. Lipazlarin saflastirilmasinda, iyon degisim kromatografisi en ¢ok kullarlan
kromatografik yontemdir; saflastirmaislemlerinin % 67’ sinde kullanilmislardir ve bunlarin
% 29 unda birden ¢ok kez kullamlmslardir. En ¢ok kullamlan iyon degistiriciler, bir anyon
degistirici olan dietilaminoetil (DEAE) (% 58) grubu ve bir katyon degistirici olan
karboksimetil (CM) (% 20) grubudur. Jel filtrasyon kromatografisi en ¢cok kullanilan ikinci
saflagtirma yontemidir; saflastirmaislemlerinin % 60’1nda kullanilmislardir ve bunlarin %
22'sinde birden ¢ok kez kullamlmuglardir. Afinite kromatografis saflastirma islemlerinin
% 27’ sinde, hidrofobik etkilesim kromatografisi ise % 18'inde kullamlmustir. Hidrofobik
etkilesim kromatografisinde en c¢ok kullanilan hidrofobik adsorbenler oktil veya fenil
fonksiyonel grubuna sahip olanlardir (Saxena et al., 2003a). Aires-Barros vd. (1994), bir
proteini, % 30 verimle ve 320 kathik bir saflastirma katsayisi ile saflastirmak icin dort veya
bes tane saflastirma adimimin gerekli oldugunu bildirmislerdir. Bu degerleri her bir
saflastirma planindan elde edilen verimlerin ve saflastirma katsayilarinin ortalamalarindan
elde etmislerdir (Saxena et al., 2003d). Lipaz saflastirmasinin alisilmis islemleri oldukca
guc ve zaman aic1 olabilmektedir ve sonucta oldukgca distk bir verim elde
edilebilmektedir.

Lipazlann saflastinlmasinda son zamanlarda bazi yeni saflastirma teknolojileri
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda, membran islemleri, immunosaflagtirma, durgun faz
olarak epoks baglanmis ligand ve sefaroza immobilize edilmis polietilen glikolln
kullamlcigr hidrofobik etkilesim kromatografis ve sivi iki-faz sistemleri sayilabilir
(Saxenaet al., 2003a).

1.8. Termofilik Bakterilerin Ozellikleri
1.8.1. Habitatlar
Dunya Uzerinde yasayan canlilara bakildiginda bunlarin G¢ ana grup atinda

toplandig1 gorilmektedir. Bunlar, Okaryotlar, bakteriler ve arkebakterilerdir (Trent 2000).
Bakteriler dinya Gzerinde ¢ok genis bir yayillim gostermektedir ve biytyebildikleri en
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uygun sicakliklilara gére U¢ grup atinda toplanirlar. Sakrofiller, -10°C’ ye kadar olan disik
scakliklarda buyuyebilen fakat optimum blyume sicakligi 15°C veya daha diusik
scakliklar olan bakterileri icermektedir. Mezofiller normal ortam sicakliklarinda (15-50°C)
buylyebilirler ve insan saghgi agisindan patojen olan bakterileri icermektedirler.
Termofiller ise genel olarak 50°C'nin Uzerindeki sicakliklarda yasayabilen, hatta bazi
turlerininise 100°C’ nin tzerindeki sicakliklarda bile yasayabildigi bakteri grubudur.

Optimum buyime sicakliklart 50-105°C arasinda olan pek cok termofilik bakteri
tanmmlanmistir. Bu bakteriler ylksek scakliklarda yasayabildikleri icin, bunlar asir
termofiller ve ¢ok asiri termofiller olarak adlandiriimaktadirlar. Termofiller ve asir
termofiller yuksek sicakliklarda yalmzca hayatta kalmazlar, ayrica onlann blyumeleri ve
cogalabilmeleri igin bu ylksek sicakliklara ihtiyag duyarlar. Termofillerin optimum
buytme sicakligr 50°C’ nin Uzerindeki sicakliklarken, asir termofillerin optimum blyime
scakligr 80°C'nin Uzerindedir. Aynca asirt termofiller genellikle 60°C’ nin asagisindaki
scakliklarda biytyemezler.

Termofilik bakterilerin dogal yasam alanlari, dinya Uzerinde ¢ok genis yayilim
gosterir. En yaygin ve erisilebilir alanlari, termal aanlar, kaplicalar ve jeotermal sicak
topraklardir. Termofilik bakteriler ilk olarak 1879 yilinda Miquel tarafindan topraktan,
¢cOplerden, diski ve pidiklerden, kanalizasyon ve nehir camurlanndan izole edilmistirler.
Izole edilen bu termofilik bakteriler, 72 °C’ de bilyiyebilmekteydiler (Miquel, 1888).

1.8.2. Termofillerin Diger Bakterilerden Farkli Olan Yonleri

Y Uksek sicakliklarda biytmeyi sinirlayan faktorlerin ne oldugu veya biytmenin st
scakligimn ne oldugu, halen agiklanamamaktadir. Ancak, termofilik bakteriler yuksek
scakliklarda hiicre ve molekillerinin fonksiyonel halde kalmasna izin verecek cesitli
adaptasyonlara sahiptirler. Bu adaptasyonlar su sekilde incelenebilir.

DNA yapms: Lineer cift zincirli DNA 65°C'de termal denatlrasyona ugrarken
supersarmal plazmitlerin en az 107°C'ye kadar terma denatlirasyona direncli oldugu
gorilmektedir. Plazmit DNA’si topolojik olarak kapal1 oldugu icin termal denatlirasyona
kars1 daha direnclidir. Plazmit DNA’st termal denatiirasyona direngli olmasina ragmen,
termal degredasyona kars1 direncli degildir. Marguet ve Foreterre (1994) yapmus olduklar
bir calismada, yiksek tuz konsantrasyonunun, cift zincirli DNA’'yr 107°C'de termal
degredasyona karst korudugu gosterilmistir. Tuzlar tarafindan DNA’'nin  termal
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degredasyona kars1 korunmasi, termofilik bakterilerin yasami ileilgilidir. Cunki termofilik
bakteriler, hiicreigi yuksek tuz konsantrasyonuna sahiptirler.

Protein yapisi: Termal proteinler, mezofilik proteinlerin denatiire oldugu yuksek
scakliklarda aktivitelerini korurlar ve kararli halde kalirlar.

Querol ve arkadaglan (1996) yaptiklan bir calismada, termal kararlilig1 arttiran en az
13 farkl fiziksel ve kimyasal faktorin oldugunu gostermistir. Bu faktorlerden bazilan tuz
koprulerinin optimizasyonu, daha kisa halkalar, halkalarda glisin miktarinin azaltiimasi ve
prolin miktarinin arttirilmasi, hidrojen baglari ve proteinlerin i¢ kissmlarindaki hidrofobik
paketlemelerdir.

Hucre membran yapisi: Normal sicakliklarda yasayan canli organizmalar, lipid
bilayer yapisinda bir hiicre membranina sahiptirler ve lipid bilayer membran yapisi 1siya
kars1 direncli degildir. Hipertermofiller, yiksek sicakliklarda hayatta kalabilmeleri icin
lipid monolayer yapisinda olan degisik bir membran yapisina sahiptirler. Bu hicre
membrani, yiuksek sicakliklarda erimeye karsi direng gosterir. Ayrica arkeobakteriler,
hiicre membran yapilarinda sicakliga ve degredasyona karsi direncli olan eter lipitlerini
icerirler.

Termofilik organizmalarin hiicre membran proteinlerinin en 6nemli 6zelligi daha
etkili ve siki bir sekilde katlanabilen aminoasitlere, daha yogun bir sekilde sahip olmasidir.
Aspartik ve glutamik asitler icerdikleri amin gruplarindan dolay:r heliks yapisn
kuvvetlendirirken, glisin ve serin kuvvetli hidrojen bag1 yapma 6zelliklerinden dolay:
proteininin dahaiyi katlanmasm ve 1siya karsi1 daha yiksek bir direnc gostermesini saglar.
(Senes vd., 2000; Zhou vd., 2001; Adamian ve Liang, 2002; Riniavd., 2002)

RNA yapisi: Galtier ve arkadaslan (1999) yapmus olduklar: bir calismada, rRNA’nin
GC icerigi ile optimum biyime sicakhklan arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu

gOstermistir.

1.9. Anoxybacillus Cinsinin Genel Ozellikleri

Anoxybacillus cins Pikuta ve arkadaslar: tarafindan 2000 yilinda Bacillus cinsinden
ayrihip bakteri sistematigine kazandirilmis olan yeni bir cinstir. Bu cinsin tip tird
Anoxybacillus pushchionensis K1 dir ilk izole edildiginde Anoxybacillus pushchionensis
bakterisinin anaerop bir bakteri oldugu dusunuldiginden, Uremesi icin oksijen
gerektirmeyen anlamina gelen “anoksi” eki cins isminin basina ilave edilmistir. Ancak
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Anoxybacillus pushchionensis bakterisi Uzerinde yapilan dizeltme calismasinda bu tip
turtin tam olarak oksijensiz ortamda degil, oksijenin var oldugu ortamlarda da yasabilecegi
ortaya gkarildi ve Anoxybacillus cinsinin zorunlu anaerop Ozelligi  aerotolerant veya
fakultatif anaerobik olarak degistirildi (Pikuta vd., 2003). Bu cinse ait bakteriler Gram
pozitif, hareketli veya hareketsiz, endosporlu, akalofilik veya alkolotolerant orta derecede
termofilik ozellikteki bakterileri icermektedir. Bu cinsin %G+C icerigi %42-50 arasinda
degismekte olup su an sistemati gi yapilmis olan Anoxybacillus flavithermus, Anoxybacillus
kestanbolensis, Anoxybacillus ayderensis, Anoxybacillus pushchionensis, Anoxybacillus
voinovkiensis,  Anoxybacillus gonensis ve Anoxybacillus contaminans bakterilerini
icermektedir.

Anoxybacillus cinsini Bacillus cinsinden ayiran en 6nemli 6zellik 16S rRNA gen
aralandir. 16S rRNA gen dizin analizini temel alan ¢calismaara gore, Anoxybacillus cinsi
uyeleri ile Bacillus cins Uyeleri arasnda %95 den daha az bir benzerlik vardir. Ancak
Anoxybacillus cins kendi Uyeleri arasindaki 16S rRNA gen benzerligi %97’ den daha
fazladir. Bu ytizden 16S rRNA gen dizi analizi Anoxybacillus cinsine ait turlerin ayriminda

gecerli degildir, sadece cins seviyesindeki siniflancirmada 6nemli rol oynar.

1.10. Lipaz/esterazlarin Endiistriyel Onemleri

Ticari aanda kullamlan dranlerin Uretilmes ile ilgili calismalarin  giderek hiz
kazanmasi sonucu, enzimlerin 6nemi her gecen gin daha da artmaktacir. GUnUmUizde
A.B.D de 900, bitiin dinyada ise yaklasik 1200 biyoteknoloji sirketi ¢alismalarin gesitli
adanlarda surdirmektedirler. Enzim teknolojisinin giderek gelismes, trdnlerin kullamm
adlanlanmin  gssitliligi  ve ekonomik degerinin cok yiksek olmas nedeniyle,
biyoteknolojinin endiustriyel enzimlerle ilgili alamnda yapilan ¢esitli arastirmalar, daha da
onem kazanmaktachr. Ozellikle birkag llke disinda diger tlkelerin bu konuda tamamen
disa bagimli olmalar1 dikkate alindiginda, bu konu daha da 6énemli duruma gelmektedir
Sonug olarak; pek cok cesitteki enzim, gerek gida sanayinde gerekse temizlik sanayinde
genis kullamm alanina sahiptir. Teknolojideki gelismelere bagli olarak kullamm alanlar:
yayginlasmakta daha da dnem arz eder hale gelmektedir. Bu enzimlerin elde edilmesinde
ise mikroorganizmalarin dnemi her gegen giin daha artmaktadir.

Lipazlar Uzerine yapilan calismalarin %901 bazi avantgjlarindan dolay: bakteri veya
mantar orjinlidir ve ticari olarak cesitli Ozelliklere sahip lipazlar mevcuttur. Fakat, son
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yillarda yapilan calismalar 6zellikle endustrinin duydugu talepten dolayr scakliga karsi
direncli lipazlar Uzerine odaklanmustir (Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Nawani ve Kaur,
2000; Kademi vd., 2000; Lee vd., 2001).

Termofilik bakterilerden elde edilen lipazlar, endustride 6nemli bir rol oynayacagina
dair beklentiler vardir. Bu nedenle sicakliga ve kimyasal denatlirasyona dayanikli yeni
enzimlerin elde edilmesine ihtiyag vardir. Lipazlarin biyoteknolojik ©6nemi, sadece
triacilgliserollerin hidroliz reaksiyonlarim katalizlemelerinden degil, aym zamanda gliserol
ve yag adtlerinden de triagilgliserol sentez reaksiyonlarini  katalizlemelerinden
kaynaklanir. Lipaz ve esterazlar, yuksek regio ve stereospesifiklik gosterirler, bu
Ozellikleri, kimyasal sentezinde saf bilesikler Uretimini saglar. Bu enzimler tzerindeki ilgi,
kofaktore ihtiyac duymamalarindan daileri gelir. Genellikle organik ¢oziicllerde stabil ve
aktiftirler. Oda sicakligi Uzerinde erime noktasina sahip bazi yaglar vardir. Bu bazen
enzimatik katalizli reaksiyonlar: inhibe eder. Bu nedenle mezofilik kaynaklar: enzimleri
kullanmak pek etkili degildir. Dolayisiyla endistride termofilik kaynakli enzimlerin
Onemleri buyuktar.

Lipaz enzimi, gida, deterjan, kimyasal ve biomedikal endustrilerde genis capta
kullanlir. (Pandey et al,1999) Bitkisel yaglardan biodizel eldesinde de kullam|maktadhr.

Patojenik mikroorganizmalardan salgilanan lipazlar, bakterial patojenitede rol
oynayabilirler. Ornegin, Helicobacter pylori nin proteaz ve lipaz1 gastrik mukusu degrede
eder ve mukozal hasara yol acar.

Lipolitik enzimlerin aktivites sit endustrisinde 6énemlidir. Y Uksek lipolizis ¢esitli
peynirlerin Uretiminde zorunlu olmaktadir. Peynir yapiminda kullamilan renninin
kitlesinde, proteolitik enzimler gibi lipazlarda mevcuttur. Lipazlar tereyagina aroma
kazandirmada, cikolata endistrisinde, kremalarda, karamellerde kullamim alamna sahiptir.
Margarinler, sorteningler, firin Grinleri ve bitkisel Grinler gibi Grinlerde lipazla modifiye
edilmis tereyag: Urinleri aroma gelistirici olarak kullamilmaktadir. Lipazlar bakteri, maya
ve kufleri igeren mikrobiyal flora tarafindan bol miktarda Uretilmektedir. Lipazlar gida
endustrisinde, biyomedikal uygulamalarda, biyosensorler ve pestisitierin  yapiminda,
deterjan ve deri sanayiinde, gevre yonetiminde, kozmetik ve parfiim sanayiinde uygulama
alanlarn bulmaktadir. (Kiran vd., 2006)

Endustriyel olarak en yaygin kullamilan lipaz Ureticiss mikroorganizmalar; Candida
sp., Pseudomonas sp.,Rhizopus sp.’dir. Son yillarda biyoteknoloji aamnda lipazlarin
kullaniminda hizli bir artis gozlenmektedir. Bu nedenle lipazlarin asir Uretimini saglamak
amaciyla yonl i mutasyonlar yardimiyla sus gelistirme calismalarina agirlik verilmistir.
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Kiyafetlerimizi kirleten maddelerin basinda proteinler, yaglar ve nisasta gelir. Bu
lekeleri yiksek sicaklikta kimyasal deterjanlar yoluyla gidermek miumkiinse de, enzimlerin
kullanilmasi dus Uk sicaklikta ve daha az mekanik enerji ile istenen temizligi saglar. Ayrica
¢cimen, kan, siit ve ter lekelerini gcikarmakta biyolojik olmayan deterjanlara gore ¢ok daha
etkilidir. Deterjanlarda kullamlan enzimlerden proteazlar yumurta, kan gibi |ekelerdeki
proteinleri parcalar; lipaz yag lekelerini, amilaz ise nisasta bazli lekeleri ¢ikartmakta
etkilidir. Camagirlanin yipranmasiyla olusan seltloz fibriller ise, selilaz enzimi ile
parcalanarak camasirlarin daha yumusak olmasi ve renklerini korumas: saglanir (Hiol ve
ark., 2000).

Yag giderme isleminde slrfaktanlarin kullamimi hem enzimler kadar etkili degildir
hem de gevreye zararlidir. Sigir postlarindan yag giderme isleminde lipazlar tamamen
yuzey aktif maddelerin yerini aabilmektedir. Yaklasik % 40 oraninda yag iceren koyun
derilerinde ise ¢oziculerin kullamm ¢ok yaygindir ancak bunlarin yerine de lipazlar ve
surfaktanlar kullanilabilir. (Hasan vd., 2005)

Aktif camur ve diger aerobik atiksu islemlerinde lipazlardan yararlanilmaktadir.
Biokitlenin yasam kosullarini strdirebilmesi icin havalandirma tanklarinda strekli bir
oksijen gecisinin olmas gerekir. Bu nedenle de havalandirma tanklarimin yizeyinde
biriken ince yag tabakasimn sirekli uzaklastirilmas: gerekir. Bu kaymaklasmis yagca
zengin sivi lipazlar kullanilarak parcalanir. Bu amagla kullanilan lipazlardan biri Candida
rugosa’ nin lipazidir ve Lipaz-MY ticari adi altinda Meito Sangyo Co. (Nagoya, Japan)
tarafindan Uretilmektedir. Atik su aritimi mezbaha, besin endustrisi, deri endistrisi ve
kiimes hayvanlarinin atiklarimn islenmes gibi enduistriyel islemlerde de kullamlmaktadir
(Gandhi, 1997).

Lipaz enzimi, unda bulunan %1-2 civarindaki lipid (yag) icerigine etki etmektedir.
Bu enzim icinde kullamim miktar: ve tipi oldukga 6nemlidir. Ornegin, yiiksek miktarlarda
kullanimda hamur 6zellikleri agisindan sorunlar yasanmasina neden olmaktadir. Ote
yandan uygun lipaz tipinin secilmesi de dnemlidir. Turk ekmek Uretim bicimine uygun
olmayan lipaz tipinin ekmek 6zelliklerine olumlu bir katkisi bulunmamaktadir. Unlara
uygun lipaz tipinin ilavesi; Hamurun islenebilirliginde kolaylik, hamur stabilitesinde
artis, ekmek ici yumusaklik, ekmek hacminde artis saglar .

Lipaz enzimi medikal alanda da 6nemlidir. Hyaluronidaz ve thiomukaz enzim ve
lipaz birlikte deri iltihaplanmasini dnlemede kullamimaktadir. Candida rugosa lipazi

kolesterol seviyesini distren  lovastatin dretiminde kullamilir. S. marcescens lipaz ,
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diltiazem hydrochloride sentezinde kullanilan arabilesik olan  3-phenylglycidic asitin
ester hidroliz reaksiyonunu katalizler. (Hasan vd., 2005)

Lipazlar, kagit endustrisinde beyazlasmay: artirir, kimyasal kullammin ve islem
stresini azaltir. Fukuda et al. (1990), Pseudomonas turlerinden (KWI-56) elde edilen 200
Unite lipazin boya giderme cozeltisine eklenmes ile kagidin beyazlasma oramnin %
56,5den % 58e gktigini ve atik murekkep lekelerinin 18 cm’'den 7 cm’ye indigini
bildirmislerdir (Hasan vd., 2005).

Yaglarin interesterifikasyonu ile istenilen Ozelliklere sahip sentetik trigliseritler,
lipazlarin sentez reaksiyonu ile Uretilmektedir. Bu uygulamalardan biri cikolata ve
sekerlemelerin 6nemli bir bileseni olan kakao yagimin hurma yagindan Uretilmesidir
(Gandhi, 1997).

Fosil yakit kaynaklarimin sinirli olusu (ve hizla tikenmesi), ham yag fiyatlarinin
artmast ve cevre sorunlart nedeniyle bitkisel yaglar alternatif yakit olarak arastirilmaya
baslanmistir (Hasan vd., 2005).

Metanol ve etanol ile yaglarin lipaz katalizli alkolizis sonucu metil ve etil esterler
olusur ve bunlar dizel yakitlarin yerini aabilecek dnemli bilesenlerdir. Bu konuda pek ¢ok
calisma yapilmistir. Ornegin, Pseudomonas cepacia’mn immobilize lipazi soya yaginin

metanol ve etanolle transesterifikasyonunda kullani Imistir (Noureddini vd., 2005)

Tablo 3. Mikrabiyal lipazlarin endustriyel uygulamalar

Endistri Katalizlenen fslem Uriin ya da Uygulama

Deterjan Yaglarin hidrolizi Kirlerin uzaklastiriimas:

Mandra firiinleri  Siit yagimin hidrolizi, peynirin olgunlasmasi,  Siit, yag ve peynirde lezzet artirci
tereyaginin modifikasyonu bilesenlerin gelistirilmesi

Firin dirlinleri Lezzet artirimi Raf 6mriiniin uzatilmas:

Mesrubatlar Aroma artirimi Megrubat

Saglik besinleri Transesterifikasyon Saghk besinleri

Et ve balik Lezzet artirimi Et ve balik firfinleri

Kimyasallar Enantiyosegicilik, sentez Kiral yap1 bloklan

Eczacihk Transesterifikasyon, hidroliz Ozel lipidier, sindirim amaglar

Kozmetik Sentez Emillsifiyer, nemlendirici

Kagit Hidroliz Kalitesi artinlmis kagit

Deri Hidroliz . Deri firfinleri
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Tablo 4. Ticari olarak elde edilen mikrobiyal lipazlar (Jaeger ve Reetz, 1998)

Kaynak (rganizma Bivoteknoloji  Firma
Mantar Candida rugosa Organik sentez ~ Amano, Biocatalysts, Boehringer,
Mannheim,Fluka, Sigma

Candida antartica Organik sentez ~ Boehringer, Novo Nordisk
Thermomyces lanuginosus Deterjan katkist ~ Novo Nordisk, Boehringer,
Rhizomucor mighei Besin iglemleri ~ Novo Nordisk, Amano, Biocatalysts

Bakteriyal ~ Burkholderia cepacia Organik sentez ~ Fluka, Boehringer, Mannheim
Pseudomonas alcaligenes Deterjan katkisi ~ Genencor

Chromobacterium viscosum

Organik sentez

Asahi, Biocatalysts




2. YAPILAN CALISMALAR

2.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil akol, Kanamisin (Applichem A1493), IPTG (Applichem A1008),
Amfisilin (Applichem A0839), Ncol (Promega), E.coRI (Promega), T4 DNA ligaz (NEB),
Tagq DNA polimeraz (Promega), Genomik DNA Izolasyon Kiti (Promega A1125), Jelden
Cikarma Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck 84211000), dNTP seti (Promega),
pGEM-T Easy Klonlama Vektéri (Promega A1360), pET-28a(+) Ekspresyon Vektori
(invitrogen), CaCl, (Aktar Kimya), X-Gal (Applichem A10070005), Commassie Brillant
Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453), Etanol, Fosforik Asit
(Merck 563.2500), BSA (NEB), DEAE-Sepharose (Sigma DFF100) , Sodyum Asetat
(Merck TA867065), K:HPOs (Merck A678671), KH2POs (Merck 567300), Trizma Baz
(Sigma T1503), Nutrient Agar (MerckVL646350), Asetonitril (carlo erba 401185), Fast
Red TR SdAt (Sigma F8764), a-naftilasetat (Sigma N8505), p-nitrofenilbutirat (sigma
N9876), SDS, Akrilamid (Sigma A8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavis
(Gerbu 080702), pB-merkaptoetanol (Merck 805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan
Haen 27225), Gliserol (Merck K40789992008), Rodamin B (Sigma R6626).

2.1.2. Kullanilan Hiicreler

Escherichia coli BL21, Escherichia coli IM101, Anoxybacillus sp. PDF1

2.2. Molekiiler Calismalar
2.2.1. Primer Sentezi
Anoxybacillus sp. suslarinda lipaz genlerini ortaya cikarmak icin LipFl ve LipR1

primerleri dizayn edildi. Bu primerler Anoxybacillus flavithermus'a ait lipaz-esteraz geni
baz ainarak, lipaz genini direkt olarak pET28a+ ekspresyon vektoriine klonlanabilecek
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sekilde, bu enzim geninin icerisinde kesm boélgesi olmayan ve ayrica pET28 at
ekspresyon vektorinin coklu klonlama bdlgesinde kessim bolgesi bulunan restriksiyon
enzimlerinin calisabildigi Ozel ekspresyon primerleri (Ncol ve EcoRI restriksiyon
endonukleaz kesim bolgeleri icerecek sekilde) dizayn edildi.

Ncol ve EcoRI restriksiyon endontikleaz kessm bolgeleri icerecek sekilde dizayn

edilen primerler:

LipFl: 5 -CCC ATg gTg AAgATgATT CC-3  20nt
LipR1: 5 -Cgg AAT TCC TAT CTA CCA ATC TAA TgA TTC-3  30nt

2.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA Izolasyon Kiti kullamlarak
yapildi. Anoxybacillus sp. PDF1 bakteriss 3 ml LB besiyerine ekildi ve 55°C’de gece
boyunca bir sulu ¢alkalayicida inkibe edildi. Blyimis olan gece kalttrt 13.000 rpm'’ de 2
dk santrifllj edildi ve slipernatant atildi. Hicreler 480 ul 50 mM EDTA icerisinde ¢ozuldi.
120 pl 10 mg/ml lizozim ilave edildi, hafifce pipetleyerek karistirildi ve 37°C de 60 dk
inklbe edildi. Elde edilen karisim 13.000 rpm’ de 2 dk santrifj edildi ve stipernatant atildi.
Tlpe 600 pl Nuclei Lyzis soltisyonu eklendi ve hafifce pipetle karistirildi. Karisim 80°C’ de
5 dk inkibe edildi ve oda sicakligina ulastiktan sonra 3 pl RNase sollisyonu eklendi. TUp
2-5 kez alt-ust edildi ve 37°C’'de 30 dk inktbe edildi. Karisim oda sicakligina ulastiktan
sonra 200 Wl Protein Precipitation solusyonu eklendi ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk
streyle buza birakildi. 5 dk sonunda 13.000 rpm’'de 3 dk santriflij edildi. Slpernatant
icinde 600 ul izopropanol bulunan yeni bir ependorfa aktarildi. Ependorf pelet olusuncaya
kadar at tst edildi ve 13.000 rpm’de 2 dk santrifljj edildi. Stpernatant dokuldi ve kurutma
kagidh kullanarak tim stipernatant sivisinin atildigindan emin olundu. Pelletin Gzerine 600
ul oda sicakliginda % 70’ lik etanol eklendi ve alt Ust edildikten sonra 13.000 rpm’ de 2 dk
santrifllj edildi. Pipetdrle slpernatant uzaklastirildi ve etanolun tamaminin uzaklasmast igin
mikrosantriflj topl 15 dk 37°C’de bekletildi. Pellet Gzerine 100 pl DNA Rehydration
solisyonu eklendi ve 65°C'de 1 saat inkibe edildi. Genomik DNA izolasyonu
tamamlandiktan sonra, elde edilen DNA kullamlacag: zaman kadar +4 °C’ de sakland:.
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2.2.3. Lipaz Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi

Lip F1 ve Lip R1 primerleri ile Anoxybacillus sp. PDF1'in genomik DNA’s kalip
olarak kullanilarak PCR reaksiyonlan gerceklestirildi. PCR sartlar su sekildedir: 95°C’ de
3 dakikalik denatlirasyon basamagi ardindan 36 dongl 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
52°C’de 30 sn baglanma (annealing) ve 72°C’ de 45 sn uzama (extention) ve son olarak
da 72°C'de 5 dakika olacak sekilde son uzamaya tabi tutularak gergeklestirildi. PCR
sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromir ihtiva eden % 0,7’lik
agaroz jelde yuritulerek BioDocAnayze jel géruntileme sistemi ile goruntilendi. PCR
reaksiyonu ile cogaltilan parcalar, pPGEM-T Easy Klonlama Kiti kullamlarak pGEM-T
Easy klonlama vektorine, firmamn ©ngordigl  konsantrasyonlar ve sartlar
gerceklestirilerek klonland: (5 pl 2X tampon, 1 pul pGEM-T vektér, 3 ul PCR drant ve 1 pl
T4 DNA ligaz). Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, Maniatis
ve ark. (1982) gdlistirdigi plazmit izolasyon yontemine gére izole edildi ve agaroz jelde
yuritilerek rekombinant genler secildi. Klon oldugunu teyit etmek icin EcoRI restriksiyon
enzimi ile kesim yapildi ve PCR uriinin elde edilip edilemedigi kontrol edildi. Bu sekilde
dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi anaizattrleri aracihig: ile
(Macrogen, Guney Kore) belirlendi. Sekans sonuclari Genbank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilastirildr ve bu sekansin lipaz-esteraz genine ait oldugu
tespit edildi.

2.2.4. Lipaz Geninin pET-28a(+) Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

PCR Urininin, sekans sonuclarylalipaz genine ait oldugu kesinlestikten sonra, PCR
kisminda anlatilan sartlarda bu dizayn edilen ekspresyon primerleri ile tekrar PCR
yapilarak gen ¢ogaltildi. Diger taraftan klonlama sansint arttirabilmek icin sekans edilerek
icerisinde lipaz geni oldugu kesinlesen pGEM-T vektorl kitle (invitrogen) plazmit
izolasyonu yontemi ile izole edildi. PCR ile Uretilen bu genin u¢ kismlannda Ncol ve
EcoRI restriksiyon endonikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir. pET-28a(+) ekspresyon
vektori,etanol presipitasyonu ile temizlenen PCR UrinU ve igerisinde lipaz geni tasiyan
pPGEM-T vektorl, Ncol ve EcoRI restriksiyon endonikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim
reaksiyonu, 1X enzim tamponu icgerisinde, 3 U enzim varliginda 37°C’ de 2 saat boyunca
gerceklestirildi. Bir enzim kesim basamagindan sonra etanol presipitasyonu yapilarak
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ikinci enzim icin kesime hazirlandi. Kesim Urinleri % 0,7’lik agaroz jelde yuritaldi.
Lineer hale getirilen pET28at+ vektori ve ug kisimlarindan kesilen PCR UrUndnin
bulundugu bantlar jelden kesilip alindi ve bir Jelden Cikarma Kiti (Fermentas) araciligi ile
temizlendi. Temizlenen Urtnler ligasyon islemi ile halkalastirildi. Ligasyon; 1 pl 10X
tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi igerecek sekilde 10 ul son hacimde 16°C'de 16 saat
boyunca gerceklestirildi.

Ligasyon Urunt CaCl, transformasyon metoduyla E.coli BL21 susuna aktarildi.
Transformasyon icin, 200 pl alic1 konak hticre igeren tipe 10 pl ligasyon driind eklendi ve
tp, 30 dakika buz icinde bekletildi. inkiibasyon sonrasinda daha énceden hazirlanan 42°C
isitict blokta 2 dakika bekletilerek plazmidin hiicre icine gegmesi saglandiktan sonra her
bir tipe 200 ul LB besiyeri eklendi. Tupler 37°C’ de iki saat bekletildikten sonra daha 6nce
hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml kanamisin iceren) yayilarak 37°C’'de 1 gece
inkibe edildi. pET-28a(+) ekspresyon vektor sisteminde /ac operon sistemi
bulunmadigindan X-ga ve IPTG kullanarak mavi-beyaz koloni olusturma imkam
bulunmamaktadir. Bu sebepten 6tlrl petri tzerinde olusan kolonilerin hangisinin geni
tasidigim belirlemek icin kolonilerden rastgele secim yoluyla tarama yapildi. Secilen
koloniler 3 ml (50 pug/ml kanamisin igeren) LB besiyeri icerinde bir gece boyunca 37°C’ de
inkiibe edildi. Uretilen hiicrelerden plazmit izolasyon kiti (invitrogen) ile plazmitler izole
edildi. izole edilen plazmitler Ncol ve EcoRI restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek
klonlamanin olup olmadi g1 kontrol edildi. Ayrica bu koloniden enzim izolasyonu yapil arak
lipaz aktivites kontrol edildi. Aktivitesi gdzlemlendikten sonra enzim calismalarina

basland:.

2.3. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastirilmasi

2.3.1. Lipaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Enzim aktivitesinin spektrofotometrede tayini igin substrat ¢ozeltisi; 1:4:95 (v/viv)
oraninda olacak sekilde sirasiyla; asetonitrilde ¢ozilmis PNPB, etanol, tampon
bilesenlerinden hazirlandi. Rutin calismalarda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy
System cihazinda kor olarak; 900 pl substrat ¢ozeltisi ve 300 yl 50 mM TrisHCI (pH 8)
tamponu, numune olarak 900 ul substrat ¢ozeltisi, 270 pl 50 mM Tris-HCI (pH 8)
tamponu ve 30 pl enzim kullanlarak 405 nm de 6lgtimleri yapilch (Lee, vd. 1999).
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1 Unite, hazirlanan enzim 6ziiti ile pH 8 ve 60 °C’de PNPB’ den 1 dakikada olusan
1 umol p-nitrofenolat olarak tarmmlanmustir. 405 nm de PNP Un molar absorblama
katsayis, 1,457x10°cmPmol™ dir. Her saflastirma basamaginda elde edilen enzimin
spesifik aktivitesi bu formalle hesapland:.

Reaksiyonun gerceklestirildigi tim kosullar (reaksiyon sicakligi, reaksiyon pH’si,

enzim miktar1) enzim karekterize edildikge yeniden diizenlenmistir.

2.3.2. Petride Lipaz Aktivitesinin Varligimn Belirlenmesi

Anoxybacillus sp. PDFL1 e ait lipaz aktivitesini petride gbzlemlemek icin Rhodamine
B ve substrat olarak zeytinyagi iceren LB agar kullamldi. 1 mg/ml’lik Rhodamine B
ddH>0 da ¢ozllerek hazirlandh ve filtre ile steril edildi. LB sivi besiyeri ( 5g/l NaCl, 5 g/l
yeast extract ve 10 g/l tripton) hazirlanarak pH’si 7,4 e ayarlandi. icerisine substrat olarak
%2,5 w/v olacak sekilde zeytinyag: ilave edildi ve otoklavda steril edildi. Sicakhig:
yaklasik 60°C ‘ye disiince, %0,001 w/vol olacak sekilde filtreile steril edilen rhodamine B
besiyeriye eklenerek iyice kansmas: icin bir sire cok hizli bir sekilde sallayicida
karistirildi. Petrilere dokulerek Anoxybacillus sp. PDF1 bakterisinin ekimi yapildi ve
50°C’ de biytimeye birakild.

2.3.3. Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford un (1976) yilinda gelistirdigi yonteme gore
yapilmistir. 2000 ml boya solusyonu hazirlanirken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250
boyas 6nce 50 ml % 95'lik etanol icinde iyice ¢ozulerek, tizerine 100 ml %85’ lik fosforik
asit eklendi. Daha sonra olusan kansim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
¢cozelti karanlik bir yerde filtre kagich ile filtre edildi. Bu boyaile ilk olarak BSA (Bovin
Serum Albumin) kullamlarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi
grafigi olusturuldu. Standart grafik icin 12, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 pg BSA iceren
cozeltiler 0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi. Her bir drnegin Uzerine 5 ml hazirlanan
boyadan eklenildi. Protein ve boya kangimlari vortekslendi ve oda scakliginda 15 dk
bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, orneklerin dlcimi yapilirken degisik
miktarlarda ornek 0,15 m NaCl ile 100 ul’ye tamamlandi ve lzerine 5 ml boya eklendi.
Protein ve boya karisimi vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk bekletildi. Sire
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sonunda standart grafigin yiklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System
cihaz1 kullanilarak 595 nm’ de dlcimler yapildi ve protein konsantrasyonu pg/pl cinsinden

hesapland:.

2.3.4. Hiicre Uretimi

Lipaz genini iceren koloniden 50 pg/ml kanamisin iceren 50 ml LB’ ye ekilerek gece
boyu biyimeye birakildi ve olusan kdlturin optik yogunlugu olculdd. Bu  kdltlr
kullamlarak, 2 L 50 ug/ml kanamisin iceren LB’ye optik yogunlugu 0,1 olacak sekilde
tekrar ekim yapildi. Kultdrin optik yogunlugu 0,6-0,9 olduktan sonra son hacimde 1 mM
IPTG olacak sekilde, IPTG eklenerek enzim Uretimi indiklendi. indikleme yapildiktan
sonra kultir yaklasik 4 saat daha buyutuldi. Buydttlen hicreler 10.000 rpm’'de 5 dk
santrifj edilerek ¢oktiruldu.

2.3.5. Hiicre Ekstratinin Elde Edilmesi

Elde edilen pellet TrisHCI (pH 8) tamponunda cozilerek %70 siddetinde, 0,6
devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator ile sonike edildi. Elde edilen hiicre soltisyonu
14800 rpm’ de 15 dk boyunca santrifijj edildi. Pellet kismu atilarak stipernatant alindi. Ekim
icin kullandigimiz klonun dogrulugundan emin olmak icin slpernatantta tekrar lipaz
aktivites bakildi. Lipaz aktivitesinden emin olduktan sonra kaba ekstrattan; protein
konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak
tzere 300 ul 6rnek ayrilarak enzim saflastirmaislemlerine basland.

2.3.6. Lipazin Saflastirilmasi

2.3.6.1. Is1 Soku Uygulamasi

Elde edilen ham ekstrat 15 dk siireyle 55 °C’ de bekletildi. Bekletildikten sonra 15 dk
14800 rpm’'de santriflj yapildh. SUpernant alindi, ¢oken kiam uzaklastirildi. Enzimin

aktivitesini korudugundan emin olmak igin slipernatantta tekrar lipaz aktivitesi bakildi.
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Lipaz aktivitesinden emin olduktan sonra protein konsantrasyonunu, spesifik aktiviteyi
belirlemek ve protein jel elektroforezinde kullanmak tzere 300 ul 6rnek aynilarak iyon
degisimi kromatografisi basamagina gecildi.

2.3.6.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Iyon Degisimi Kromatografisi icin 50 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm capindaki bir
kolon kullanildi. Bu calismada kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan
DEAE-Sepharose kullanildi. Hareketli faz olarak 20 mM TrissHCI (pH 8) tamponu
kullanildi. Kolon malzemesinin ve deneyde kullarilan tUm tamponlarin gazi bir vakum
pompasinda alindi ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde
dolduruldu. Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM TrissHCI (pH 8)
tamponu ile dengeye getirildi. Oziit kolondan gegirilerek icerisinde bulunan proteinlerin
kolon dolgu malzemesine baglanmalar saglandi. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon
gecirilerek kolona tutunmayan proteinler uzaklsstirildi. Daha sonra kolonun tuz (NaCl)
icerigi 0 molardan 0,6 molara kadar ¢ikanldi. Bunun icin 200 ml’lik NaCl gradient
koprust kullamldi. Tamponun akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan cikan
fraksiyonlar cam tipler icerinde 3,5 ml olacak sekilde topland:. Iyon degisimi grafiginden
kullanilmak Uzere, elde edilen tim tuplerde spektrofotometrik olarak 280 nm’de protein
absorbandlan dlculdi. Diger taraftan tim tlplerde lipaz taramast yapilarak aktivite veren
tuplerde yine iyon degisimi grafiginde kullanilmak Uzere Unite hesab1 yapildi. En fazla
enzim bulunduran tpler secilerek birlestirildi ve SDS-PAGE’ de saflig1 kontrol edildi. Elde
edilen enzimi tuzdan arnindirmak icin diyaliz yapildi. Bunun igin enzim diyaliz membran
icinde 20 mM TrissHCI (ph 8) tamponu icerisine alindi ve 1 gece boyunca manyetik
kanstiricida dondirdlerek tuzdan arnnmas: saglandi. Diyalizden sonra 14.800 rpm de 15 dk

santrifllj edilerek bozunan proteinlerin atilmas saglandh.

2.3.7. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 12'lik jel
kullamlarak 15 mA’lik akim altinda gerceklestirildi. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn
molekller agirlhigim hesaplamak ve safligint kontrol etmek amaciyla saflastirilan enzim,
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molekuler agirligi belli olan bir protein markir: ile SDS poliakrilamid jel elektroforezinde
yuritulerek belirlendi. Her bir 6rnekten 50 pg protein kullanmlarak yarattldi. Her bir 6rnek
Uzerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS; %20 Gliserol; %
6 B-merkaptoetanol) tamponu ilave edildi ve sonrasinda 99°C’'de 4 dakika bekletilerek
Maniatis ve arkadaslar1 (1982) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiklendi ve 15 mA akim atinda, yuritme boyas: jelden
cikana kadar yaratuldd. Y dritme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (% 0,125
Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat boyand:
ve hemen ardindan 1. yitkama sol isyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40 ddH20)
1 saat bekletildi. Daha sonra 2. yikama solusyonunda ( %7 asetik asit ve %5 metanol)
bantlar belirginlesinceye kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayicis ile fotograflandh.

2.4. Lipazin Karakterizasyonu

2.4.1. Optimum Sicakhk

Anoxybacillus sp. PDFL lipazimin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri 25, 30,
40, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ve 90°C’'ye ayarlanmis 19tic1 blokta gerceklestirilen bir seri
reaksiyonlar ile belirlendi. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi calistigr sicaklik degeri
daha sonraki ¢alismalarda kullanilacak olan reaksiyon sicakligi olarak belirlendi.

2.4.2. Optimum pH

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin aktivitesne pH nin etkisinde, 50 mM fosfat
tamponu (pH 6), 50 mM TrisHCI tamponu (pH 7-8-9) kullaruldi. Reaksiyonlar belirlenen
optimum sicaklik degerinde gercgeklestirldi. Gozlenen optimum pH aktivite degeri daha
sonra yapilacak olan kinetik parametrelerin belirlenmesi gibi calismalarda reaksiyon pH’ si

olarak kullanilmigtr.
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2.4.3. Enzim Kinetigi

Anoxybacillus sp. PDFL lipazimin kinetik verileri, yapilan 6n calismdar sonucunda
belirlenen, 251000 uM arasindaki substrat konsantrasyonlari ile gerceklestirilen seri
reaksiyonlar ile belirlendi. Reaksiyonlar 50 mM TrissHCI (pH 8) kullanilarak 60°C de
gerceklestirildi. Michaelis-Menten sabiti (K») ve maksimum hiz (V..) degerleri hazirlanan
Lineweaver—Burk egrisinde x vey eksenleri kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi
olarak belirlendi (Lineweaver ve Burk, 1934). MichaelisMenten grafigi cizilerek elde
edilen 500 mM substrat konsantrasyonu yapilacak olan ¢alismalarda kullanilacak substrat
konsantrasyonu olarak belirlendi. Anoxybacillus sp. PDFL lipazinin Kcat degeri Orijin
programyla hesaplandh.

2.4.4. pH Kararhhg

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin pH kararliligi belirlemek igin enzim, pH’'st 5 ve
5,5 olan 50 mM asetat tamponunda; pH’ st 6 olan 50 mM fosfat tamponlarinda, pH’s1 7, 8,
85 ve 9 olan TrissHCI tamponlarinda ve pH's 10 olan CAPS tamponunda oda
scaklhiginda 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve
scaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda dlgllerek enzimin en kararl
oldugu pH degeri belirlendi.

2.4.5. Isill Kararhhg:

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin kararliligina 1sinin etkisini incelemek icin 30
dakika50 mM TrissHCI (pH 8) tamponunda, 40 °C, 50 °C, 60°C, 65 °C, 70 °C ve 75 °C ‘de
inkiibe edildi. Inkilbasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta pNPB ile
20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6lculdu.

2.4.6. Metal fyon Etkisi

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin aktivitesi Gzerine meta iyonlarnin etkisi; Mg+2,
Li, Ca?, K, Zn*? ve Co™ metal iyonlarinin kloriir tuzlar: ile gerceklestirildi. Enzim, ilave
edilen 1 mM meta iyonlanyla 15 dakika, 5 mM metal iyonlar ile 60°C’de 1 saat inkiibe
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edildi. Bekletilen enzimlerle para-nitrofenilbutirat substrat olarak kullamlarak aktivite
bakildi. Enzimin metalsiz hali 100 kabul edilerek metal iceren enzimlerin % kaan
aktivitesi hesaplandh.

2.4.7. inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Deterjan ve organik ¢ozlculerin Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin aktivites Uzerine
etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/iv) DMSO, > merkaptoetanol, DM SO, etanol,
izopropanol, 5 mM EDTA, %0,1 (v/v) SDS icerecek sekilde 50 mM TrisHCI (pH 8)
tamponunda 30 dakika inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH
ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6l¢lldi. Enzimin kimyasallari
icermeyen hali 100 kabul edilerek kimyasallarn igceren enzimin % kalan aktivites

hesapland:.



3. BULGULAR

3.1. Anoxybacillus sp. PDF1 Lipaz Geninin Baz Diziliminin Belirlenmesi

Anoxybacillus sp. PDFL lipazinm tespit etmek amaciyla, bu bakterinin genomik
DNA’s kalip olarak kullanlarak LipF1 ve LipR1 primerleri ile PCR gerceklestirildi. PCR
sonucglart 0,5 mg/ml etidyum bromdir iceren %1,0'lik agaroz jelde yUritildiu ve sonuglar
BioDocAnalyze jel goruntileme sistemi ile gorantilendi. Ekspresyon primerler
kullanillarak elde edilen DNA pargas pGEM-T Easy klonlama vektorine klonland.
Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, kitle plazmit izolasyon
yontemi ile izole edildi. Sekans sonucglart Genbank’taki (NCBI, NIH, Washington, DC)
verilerle karsilastinildi (Sekil 4) ve bu sekansin 740 nt’lik lipaz-esteraz geni oldugu tespit
edildi. Elde edilen baz dizilimi Ek.1'dedir. Anoxybacillus sp. PDFL1 lipaz geninin diger

mikroorganizmalara % benzerligi de Tablo5* de verilmistir.

Sekil 4. Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz geninin PGEM-T easy vektOrine
klonlanmasi |- Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz geni Il- @ Lipaz
genini iceren pGEM-T easy klonlama vektori b) Lipaz geni
icermeyen pGEM-T easy klonlama vektora I11- @) Lipaz genini
iceren pGEM- T easy klonlama vektorinin EcoRI ile kesimi b)
Lipaz geni
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Tablo 5. Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz geninin diger mikroorganizmalara % benzerligi

Mikroorganizma % Benzerlik
Anoxybacillus flavithermus WK1 95
Geobacillus thermoglucosidasius 86
Geobacillus stearothermophilus 84
Geobacillus thermoleovorans 83
Bacillus cereus W 79
Bacillus licheniformis ATCC 14580 75

3.2. Lipaz Geninin Vektore (pET28 a+) Klonlanmasi ve Ekpresyonu

Lipaz geninin vektore (pET28at+) klonlanmasi igin Anoxybacillus sp. PDF1 e ait
genomik DNA kullanilarak klonlama igin sentez edilen ekspresyon primerleri ile PCR
gerceklestirildi. Diger taraftan lipaz genini iceren pGEM-T easy vektoru izole edildi. PCR
sonucu elde edilen DNA fragmeti, lipaz genini iceren pGEM-T easy vektoru ve plazmit
izolasyonuyla elde edilen pET28a+ ekspresyon vektdrli Ncol ve EcoRI restriksiyon
ezimleriyle kesildi. %1,0'lik agaroz jelde yuritilen DNA fragmentleri jelden ¢ikarma kiti
ilejelden cikartildi ve ligasyon yapildi (sekil 5).

Sekil 5. Anoxybacillus sp. PDFL lipaz geninin pET28a+ vektoriine
klonlanmasi a) Kesilmemis pET28at+ vektori b) pET28a+
vektorinin Ncol ve EcoRI enzimleri ile kesmi c)
Kesilmemis pGEM-T easy vektori d) Lipaz genini iceren
PGEM-T easy vektorinin Ncol ve EcoRI enzimleri ile
kesmi Il1- a) Marker b) Lipaz geni c) Lipaz genini igeren
PET28a+ vektorinin kesimi
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3.3. Lipaz Aktivitesi

Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz aktivites Lee, vd. (1999)' ne gore belirlendi. (Tablo 6)
405 nm de PNP in molar absorblama katsayis, 1,457x10°cm?mol? dir. 1 Unite,
hazirlanan enzim 6zitl ile 60 °C de PNPB’ den 1 dakikada olusan 1 pmol p-nitrofenolat

olarak tammlanmistir.

Tablo 6. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinn aktivites

Bakteri Aktivite (U/mg)
Anoxybacillus sp. PDF1 287,22

3.4. Petride Lipaz Aktivitesinin Varhgimn Belirlenmesi

Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz aktivitesine sahip oldugu yapilan petride gosterildi.
Deneyde kontrol olarak lipaz negatif E.coli BL21 susu kullanildi. 1 gunlUk bir inkibasyon
sires sonunda E.coli BL21 susunun lipaz aktivites gostermedigi, Anoxybacillus sp.
PDF1’in ise lipaz aktivitesi gosterdigi gozlemlendi. Aktivite gosteren koloniler UV’ nin
altinda turuncu renk vermekte, aktivite gostermeyenler pembe gorinmektedir. (Sekil 6)

Sekil 6. LB- Rodamin B agar petrilerinde PDF1 lipaz aktivitesi |- Lipaz
aktivites negatif |- Lipaz aktivites pozitif
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3.5. Lipazin Saflastirilmasi

3.5.1. Hiicre Oziitii Elde Edilmesi ve Ist Soku Uygulamalan

Elde edilen hiicre 6zlttinde ve bu 6zitin 13 soku uygulamasindan sonra elde edilen
Ozutte protein konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini yapildi. Elde edilen veriler
Tablo 7’ te gosterilmistir.

3.5.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi ve Jel Goriintiisii

Is soku uygulamasindan sonra elde edilen hicre 6zith iyon degisimi kolon
kromatografisinden gecirildikten sonra, en iyi aktivite gorilen fraksiyonlar birlestirilerek
SDS-PAGE de yurituldi. Fraksiyonlar birlestirildikten sonra, saflastirilmis 6zitte protein
konsantrasyonu tayini ve spesifik aktivite tayini yapildi. Bulunan veriler Tablo 7' de, elde
edilen jel gorunttst Sekil 7' de verildi.

1 5 225
150

100
> 75
> 50

— 15

Sekil 7. Saflagtirilmis rekombinant Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin
SDS-PAGE andizi |- Kaba ekstrat I1- s soku uygulamasi
[11- Tyon degisimi kolon kromatografisi 1V - Protein marker
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Tablo 7. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin saflastirma tablosu

Saflastirma | Hacim | [Protein] T. T. Spesifik Verim Saflastirma
basamagi (ml) (mg/ml) | protein(mg) | aktivite(U) | aktivite(U/mg) kat1
Hucre 6zutl 12 384 46,14 13253,36 287,22 100 1
Istbozunum | 10,3 2,89 29,83 11287,49 378,37 85,16 1,31
Iyon
degisimi 36 0,58 20,99 11127,45 530 83,95 1,84
(DEAE-S)
( Aktivite
600 = 3,5
. 2,5
€ 400 |
)
2 -2 v
o 300 ©
= 0
= 155
— wvi
é 200 L 4 -&
100 - r 0.5
0 =10
0 20 40 60 80 100 120
\_ Tup No )

Sekil 8. Iyon degisimi grafigi

3.6. Lipazin Karakterizasyonu

3.6.1. Optimum Sicakhk

Anoxybacillus sp. PDF1 lipaziin 25, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80 ve 90°C'de
aktivites Olgllerek enzimin calismasina sicakligin etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite

grafigi olusturularak enzimin optimum sicakligr 60°C olarak belirlendi, sonraki deneylerde
reaksiyonlar bu scaklikta gergeklestirildi (Sekil 9).
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Sekil 9. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin optimum sicaklik grafi gi

3.6.2. Optimum pH

pH'min lipaz aktivitess Uzerine etkis pH 6-9 araigindaki tamponlarda
gerceklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite 6lglimlerine gore pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil 10’ da da goruldigi Uzere lipaz aktivitesi en yiksek pH
8 de gozlendi.

Sekil 10. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin optimum pH grafi gi
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3.6.3. Kinetik incelemeler

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin substrat olarak p-nitrofenilbutirat varliginda
substrat-aktivite grafigi cizilerek enzimin basit Michaelis Menten kineti gine uydugu tespit
edildi. Substrat olan p-nitrofenilbutirat icin cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin
olusturdugu dogrunun x-eksenini kestigi nokta -1/ K’ ye esitlenerek K, degeri 0,348 mM,
y-eksenini kestigi nokta ise 1/ V,, a esitlenerek 7V, degeri 3725,8 U/mg olarak
hesaplandi. Sonuclar Sekil 12 ve 13 ‘te gosterilmistir. Anoxybacillus sp. PDFL lipazinin
Kcat degeri Orijin programiyla hesaplanarak 1500.71 £ 54.50 s olarak belirlendi.

unite(umol/dk)

Aktivite (uM/dk)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 12
Uriin (mM)

Sekil 11. Anoxybacillus sp. PDFL1 lipazinin Michaelis- Menten egrisi

(f
y=0,143x+0,307
5 R?=0,995
=
~
i
L 2 0 2 4 175 6 8 0w

Sekil 12. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 13. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn Kcat grafi i

3.6.4. pH Kararhhg:

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin pH kararliligini belirlemek igin enzim, pH 5, 5,5,
6,7, 8,85, 9, 10'dainkibe edildi ve % kalan aktiviteleri hesaplandi. Enzimin aktivitesi
pH 5 de % 68'e, pH 5,5 de %81’ e ve pH 10’ da % 93 e dustligt gozlemlendi.

120

100 -

Aktivite (%)
N = (=2 o
o o o o

(=X

U pH J

Sekil 14. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn pH kararlig:
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3.6.5. Is1l Kararhhg:

Anoxybacillus sp. PDFL lipazimn kararliligina isinin etkisini incelemek icin enzim,
40°C, 50°C, 60 °C, 65 °C, 70 °C ve 75 °C ‘de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 40 °C,
50 °C, 60 °C’ de aktivitenin azalmadh g1, 65 °C’ de aktivitenin % 95'e, 70 °C ‘de % 48'e, 75
°C’ de %5’ e dustuigui belirlendi.

4 5N
120
100 A & = — - +,—-\
g 80
=
.E 60 =L
E
2 4 \
20 \
0

30 40 50 60 70 8o

SICAKLIK (2C)
& J

Sekil 15. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn 1al kararlig

3.6.6. Metal Iyon Etkisi

Lipaz aktivites lzerine meta iyonlannin etkisi; MgCly, LiCl, CaCl, KCI, ZnCl», ve
CoCl, metal tuzlar ile gerceklestirildi.

LiCl, CaCl,, KClI metd tuzlarmmn 1 mM ik konsantrasyonlarda 15 dakikalik
inklibasyonla aktiviteyi %102’'ye cikardigi, MgCly'Un bir degisiklik yapmadigi, ZnCl»
metal tuzunun aktiviteyi %83'e, CoCl, metal tuzunun ise aktiviteyi %90 a dislrdigu
gbzlemlendi. Bu tuzlann 5 mM’lik konstrasyonlarda enzimle 1 saatlik inkibasyonunda,
MgCl, un aktiviteyi %93'e, LiCl’Un %98 e, CaCl,’ in %91'e, KCI'nin %99 a dusurdugu,
ZnCl, metal tuzunun aktiviteyi iyice azaltarak %15'e, CoCl, meta tuzunun ise %44'e
dustrdig gozlemlendi. Sonuglar Sekil 11 *de gosterildi.
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120 N

100

Aktivite (%)

M 1mM 15 dakika
M5 mM 1saat

metal MgCl2 LiCl CaCl2 KCl ZnCl2  CoCI2
yok

Metal tuzlari
" J

Sekil 16. Anoxybacillus sp. PDFL1 lipazinametal iyonlannn etkisi
3.6.7. inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin
incelenmesi

Deterjan ve organik ¢oztculerin Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin aktivites Uzerine
etkileri incelendi. Enzimi bu kimyasallarla muamele ettikten sonra hi¢ bekletmeden, 15
dakika ve 30. Dakikada % kalan aktiviteleri hesaplandi. Sonuclar Tablo 8’ de gosterilmistir.

Tablo 8. Anoxybacillus sp. PDF1 Lipazina Inhibitor ve Aktivatorlerin Etkisi

Aktivite (%)

Enzim Inhibitorleri Konsantrasyon 0dk 15dk 30dk
kontrol 0 100 100 100
DMSO % 1 (vIv) 98 97 97
etanol % 1 (vIv) 97 96 92
izopropanol % 1 (v/v) 100 100 105
[3-merkaptoetanol % 1 (vIv) 236 327 344
EDTA 5mM 95 97 98
SDS %0,1 (V/V) 44 42 36




4. TARTISMA

Yapilan bu calismayla Anoxybacillus sp. PDF1'in lipaz geni klonlanmus, ekspres
edilmis ve enzimin biyokimyasal ¢zellikleri ve kinetik parametreleri incelenmistir. Bu
caisma, ilk kez Anoxybacillus cins bir bakteriden lipaz geninin klonlanmasiyla ilgili
olmas nedeniyle onemlidir. Yapmis oldugumuz calismalar sonucu ortaya cikardiginz
Anoxybacillus sp. PDF1l lipaz geni sekansi, Anoxybacillus flavithermus WK1
lipaz/esterazina %95 benzer bulunmustur. Elde edilen enzim Genbank’ taki verilere gore
3.1.1.x E.C numarasina sahip karboksilik ester baglar1 Uzerinde etkili olan hidrolaz sinifi
bir enzimdir. Katalitik bolgede (katalitik Ugll), serin, glutamat veya aspartat ve histidin
aminoasitlerini igermektedir.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin aktivitesine hem floresans bir boya olan
Rhodamine B ve zeytinygs1 iceren LB agarda hem de p-nitrofenil bitirat ile
spektrofotometrik olarak bakilmistir (Lee, vd. 1999). Lipaz Ureten bakteriler petri Gizerinde
gendlikle tribltrin (Lawrence ve ark. 1967) veya Tween 80 (Sierra.,1957) substrat olarak
kullanilarak secilmektedir. Bu substratlar gergek lipazi tespit etmek igin uygun degillerdir
cUnkll esterazlar da lipazlar gibi bu substratlan parcalamaktadir. Bu nedenle lipazlarin
varlhgm tespit etmek icin bir c¢esit trioleolgliserol olan zeytinyagi substrat olarak
kullamlmistir (Gisela kouker and Karl-Erich Jaeger, 1987). Lipaz aktivitesiyle serbest
kalan yag asitleri sayesinde Rhodamine B ile UV atinda koloniler turuncu gbzikmektedir.
Lipaz geninin kaynagim olusturan Anoxybacillus sp. PDF1 kolonileri rhodamin B ve
zeytinyag1 iceren LB agarda UV atindaturuncu renk vermektedir.

Termofilik lipazlar ylksek sicaklik ve kimyasal denatlirasyona kars1 daha dayarikl1
olduklarindan, endustriyel alanlarda mezofiliklere oranla daha ¢ok tercih edilmektedirler.
Ayrica oda sicakligi Uzerinde erime noktasina sahip bazi yaglar vardir. Bu bazen enzimatik
reaksiyonlar: inhibe eder. Bu nedenle, mezofilik kaynaklari enzimleri kullanmak pek etkili
degildir. Dolayisiyla endustride termofilik kaynakli 6zellikle 50 °C ‘nin tzerinde optimum
scakliga sahip olan enzimlerin 6énemleri buydktir. Literatir incelendiginde Geobacillus
stearothermophilus JC lipazimn optimum sicakhign 55°C (Yu Jiang vd., 2009),
Geobacillus sp. TW21'in lipazinin optimum scakligi 40°C'dir (Li ve Zhong, 2005).
Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz1 ise verilen bu orneklerden daha yiksek (60-65°C) bir
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scaklikta calistig tespit edilerek endustri icin ¢ok iyi bir optimum sicakliga sahip oldugu
tespit edilmistir.

Ortamin pH’s enzimin primer ve sekonder yapisini, dolayisyla aktivitesini etkiler.
Lipazlann genellikle optimum pH’simn 8 civari, esterazlann ise 6 civarl oldugu
bilinmektedir (Fojan ve ark.,2000). Geobacillus stearothermophilus JC ve Geobacillus Sp.
TW1 bakterilerine ait lipaz enzimlerinin optimum pH'st sirasiyla 9 ve 7,5tur.
Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin en iyi calistigi pH, pH 8-8,5 olarak belirlenmistir.
Calistigr optimum pH bakinundan Anoxybacillus sp. PDF1 lipazi, alkali ortamda asidik
ortamdakinden daha iyi calismas: agisindan literatirdeki diger lipazlara benzedigi
gorilmektedir.

Metal iyon ve tuzlan termofilik organizmalardan elde edilen enzimler icin dnemlidir.
Bazi enzimler yiiksek sicakliklarda stabiliteleri ve aktif yapilar: icin Ca’ iyonu gibi metal
iyonlarina ihtiyag duymaktadirlar. Bu iyonlar genellikle spesifik (6zellikle negatif yikge
zengin) bolgelere baglanirlar. Polipeptit zinciri de metal iyon koéprileriyle capraz
baglanirlar ve bu kompleks daha kararli hale gelir. Metal iyonlar1 yoklugunda bu negatif
yukce zengin baglanma bolgelerinin birbirini itme egilimi, katlanmis polipeptidin
stabilitesinde azalmaya yol acar.

Literatiirdeki cogu lipazlarin aktivitesinde 1 mM Ca *? ile %1-16 orainda artis
gozlemlenmistir. . Anoxybacillus sp. PDFL lipazimn da aktivitesi %102’ ye ¢ikmistur. Ca'?
iyonlartnin  hidrolizde salinan yag asitleriyle ¢ozinmeyen Ca tuzlan olusturmalari
sayesinde enzim inhibisyonunu onledikleri distntlmektedir. Bacillus sp. RSF1 in
lipazinin aktivitesinde Ca ** disinda 1 mM’lik Na *, Mg “ve Ba ™ ileayn ayn %2
oraninda artis saglamslardir. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn aktivitesi Zn ve Co tuzlar
ile (1 mM) %82 ve %89 a dusmustir. 5 mM’lik Zn ve Co tuzlarn ile %14 ve %43 e kadar
dismustlr. Bacillus sp. RSF1 lipazimin aktivitesinin K, Co ve Zn ile %47 ye kadar
distigti gorilmistir. Co™ ve zZn** gibi agir metaler, enzim konformasyonunu
degistirdiginden dolayr enzimi inhibe etmektedirler ( Sharon vd., 1998). Anoxybacillus sp.
PDF1 lipazinin aktivitesinde K, dnemli bir distse (%098) sebep olmamustir.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin etanol, izopropanol gibi organik c¢oziicilerde,
EDTA ve DMSO varhginda stabil kaldigi, bir gesit deterjan olan SDS varliginda
aktivitesinin 30 dakikada %36’ ya dustugu, distlfit baglarim indirgeyici bir kimyasal olan
[3- merkaptoetanol varliginda aktivitesinin %334’ e yukseldigi belirlendi. Distilfit baglarim
indirgeyici bir kimyasal olan (& merkaptoetanol, enzimi inhibe etmediginden dolayr bu
enzim aktivites icin serbest SH gruplarina veya S-S koprilerine ihtiya¢c duymamaktadir
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yorumu yapilabilir. Metal selatlayict gjan olan EDTA enzimi inhibe etmediginden dolayi,
bu enzim metalloprotein degildir denilebilir.

Reaksiyonlarin hizi her 10 °C artista yaklagik 2 katina kadar cikar. Isil kararlilik da
lipazlarin aranilan 6zelliklerindendir (Janssen vd., 1994). Geobacillus thermoleovorans |D-
| bakterisine ait BTID-A ve BTID-B lipazlari, 60°C'de 30 dakikada aktivitesini 25%
oraminda kaybetmistir (Lee, 2001). Bacillus cinsine ait lipaz 60°C’ de 15 dakikada aktivitesi
%90’'a diusmustir (Wong vd., 1995). Buna karsihik Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin
aktivites 60°C’ de 30 dakikada %98’ e dustugl belirlendi. Isl kararlilik enzimin yapisiyla
alakalidir (Zhu vd., 2001). Isil kararlilik pH ve metal iyonlar: gibi ¢evresel faktorlerlerden
etkilenmektedir. Enzimin immobilizasyonu ile 1al kararlilig1 artan enzim calismalan da
vardir.

Endustriyel alanlarda kullamlabilecek lipazlarin K, degeri genellikle 0,1 M-0,00001
M araanda degismektedir (Fullbrook). Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn Kni'si p-nitrofenil
butirat substrat olarak kullamldiginda 0,348 mM olarak bulunmustur ve bilinen lipazlara
goreiyi bir K,,’ ye sahiptir.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin Kcat degeri 1500.71 + 54.50 olarak belirlenmistir.
p-nitrofenil butirat substrati varliginda Bacillus acidocaldarius (Manco G., 1994) lipazinin
Kcat degeri 1150, Geobacillus stearothermophilus (Wood A.N.P., 1995) lipazinin Kcat
degeri 1380 oldugu goz 6nuine alinarak Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimin dahaiyi bir Kcat
degerine sahip oldugu belirlenmistir.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipaz1 saflastirilmis ve aminoasit sekansina gére molekiler
agirhig yaklasik olarak 28 kDa olarak tespit edilmistir. Termofilik bakterilere ait lipazlarin
molekiler agirliklan degisiklik gostermektedir. Ornegin Bacillus thermocatenulatus Ve
Bacillus stearothermophilus L1 e ait lipazlar 16 ve 43 kDa ‘dur (Schmidt-Dannerve
ark.,1994 ve Kim, H.K vd., 1998). Bacillus thermoleovorans ID-1"a ait lipaz 34 kDa' dur
(Dong-Woo Lee, 1999). Mezofilik enzimlerin molekuler agirliklarn 19,4- 76 kDa arasinda
daha fazla cesitlilik gosteririr (Ihara, F. vd., 1991). Buradan kicuk proteinler biytklere
gore dahafazlatermal kararhlik gosterir denilebilir.

Anoxybacilllus’|arda lipaz-esteraz enziminin hi¢ klonlamp calisilmamis olmasi ve
Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin ¢ok iyi optimum pH ve sicakliga sahip olmasi sebebiyle
diger biyokimyasal ©zellikleri incelenerek endustriyel alanda kullanilabilecek enzimler

arasinda yerini alabilir.



5. SONUCLAR

Bu caismada Anoxybacillus sp. PDFL lipaz geni klonlanci ve ekspres edildi.
Saflastinlan lipazin optimum pH, optimum sicaklik, metal iyon etkisi ve Kkinetik
parametreleri gibi biyokimyasal 6zellikleri aragtirildh.

Bakterinin lipaz Urettigi kat1 besiyeride ve spektrofotometrik olarak gozlemlendi.

Bakterinin PCR ile elde edilen 740 nt'lik lipaz geni, ilk olarak p-GEMT Easy
klonlama vektorine klonlandi ve sekans edilerek lipaz oldugu kesinlesti. Lipaz oldugu
kesinlesen gen pET28a+ ekspresyon vektoriine klonlanarak ekspres edildi ve saflastirildi.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn optimum pH degerinin 8 optimum calisma
scakligimin ise 60°C oldugu tespit edildi. Enzimin substrati olarak paranitrofenil butirat ile
ilgili kinetik parametreleri incelendi ve bu substrat icin K., degeri 0,46 mM ve V... degeri
3725,8 U/mg olarak belirlendi. Anoxybacillus sp. PDFL lipazimn Kcat degeri 1500.71 +
54.50 s* olarak belirlendi.

Anoxybacillus sp. PDF1 lipazinin pH kararliligina bakildi. Enzimin aktivitesi pH
5de% 68'e, pH 5,5 de %81’ eve pH 10’'da % 93’ e distligl gozlemlendi.

Anoxybacillus sp. PDFL1 lipazinin 191 kararliligina bakildi. 40 °C, 50 °C, 60°C’de
aktivitenin azalmadigi, 65 °C’ de aktivitenin % 95'e, 70°C ‘de % 48'e, 75°C'de %5'e
dustigl belirlendi.

Mg, Li, Ca, K, Zn*?, ve Co™ meta iyonlarimin klorir tuzlar: ile metal iyon
etkisine bakildi. LiCl, CaCl,, KCI meta tuzlarimn 1 mM lik konsantrasyonlarda 15
dakikalik inklbasyonla aktiviteyi %102'ye gikarcigi, MgCl.'Un bir degisiklik yapmadig,
ZnCl, meta tuzunun aktiviteyi %83'e, CoCl, meta tuzunun ise aktiviteyi %90 a
dustrdigl gozlemlendi. Bu tuzlarin 5 mM’lik konstrasyonlarda enzimle 1 saatlik
inkiibasyonunda, MQgCl>'iin aktiviteyi %93'e, LiCl’in %98’ e, CaCl>'tin %91'e, KCI'nin
%99’ a dustrdigi, ZnCl, metal tuzunun aktiviteyi iyice azatarak %15 e, CoCl, metal
tuzunun ise %44’ e dustrdigl gozlemlendi.

Deterjan ve organik ¢oziculerin Anoxybacillus sp. PDFL lipazinin aktivites tzerine
etkileri incelendi. Anoxybacillus sp. PDF1 lipazimn etanol, izopropanol gibi organik
¢ozicllerde, EDTA ve DMSO varliginda stabil kaldigi, bir ¢esit deterjan olan SDS
varliginda aktivitesinin 30 dakikada %36'ya distigl, distlfit baglarim indirgeyici bir
kimyasal olan 3- merkaptoetanol varliginda aktivitesinin %334’ e yukseldigi belirlendi.
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Anoxybacillus sp. PDFL lipazinin molekiler agirligimin aminoasit sekansina gore 28
kDaoldugu tespit edildi.



6. ONERILER

Termofilik bakterilerden elde edilen lipazlar, endustride ¢ok daha énemli bir rol
oynayacagina dair beklentiler vardir. Bu nedenle yuksek sicakliga, yiksek pH ya ve
kimyasal denatiirasyona dayanikli yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiyag vardir. Y apilan
bu calismada enzimin calisma pH ve sicakliginin endustride kullarlabilecek bir enzim
oldugu tespit edildi fakat enzim dahaileri derecede karakterize edilmeli ve organik ¢oziict
ortamlarindaki kararliligi ve kimyasal sentez reaksiyonlarinda kullanilabilirligi ayrintili bir
sekilde ele alinmal1dir.

Ozdlikle 1al kararhligini arttirmak ve endustride yararlh bir enzim olmasim

saglamaya yonelik cesitli mutasyon ve immobilizasyon ¢calismalart yapilabilir.
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8. EKLER

Ek 1. Ekspresyon primerleri kullamlarak PCR yontemi ile cogaltilan
Anoxybacillus sp. PDF1e ait 740 niikleotitlik lipaz geninin baz dizilimi

ATGGTGAAGATGATTCCCCCACAGCCGT TTACGT TTGAAGCGEECGAACGCECTGTA
TTGTTGI TGCATGGAT TCACTGECAACT CAGCCGATGIGCGGATCCTTGEECGTTTT
TTACAAGCGAAAGGCTATACATGCCATGCCCCGAT TTACAAAGGACATGGT GTGCCG
CCAGAAGAACT TGTTCATACCGGT CCAGAAGAT TGGT GGCAAGACGT GATGAACGCT
TACGAACATTTAAAACAAACCCATGAAAAAAT CCCTGTAGT TGECTTATCGCTTGEC
GGTGTGI TTTCATTGAAACTTGECTATACTGI TCCTGT TGTGEECATTGT GCCGATG
TGTIGCGCCGATGTATATTAAAAGCGAACAAACGATGTACGAAGGAGT TTTAGCGTAC
GCTCGCGAATATAAAAAGCGAGAAGGAAAAGAT GAGGAACAAAT GAGCGGGAAATGA
TGGAGT TTGCCAAAACGCCGATGAAGACATTAAAAGCATTGCAACAACTGATTGCCG
AAGTGCGCGATCATTTAGATTTCATTTATGCCCCTATTTTTGTCGTACAAGCGCGCC
ATGATGACATGATTAACCCAGATAGT GCAAATATTATTTATAACGGCGTCGAATCTC
CGGTAAAACAAAT GAAGT GGTAT GAGGAGT CAGGGCACGTCATTACGCTTGATAAAG
AAAAAGAACAGCT TCATGAAGACATTTATACGT TTTTAGAATCATTAGATTGGTAG
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