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Yiksek Lisans Tezi

OZET
ZEYTINYAGI KATI ATIGINDAN iZOLE EDILEN Bacillus pp L1S LIPAZIN
SAFLASTIRLMASI VE KARAKTERIZASYONU
Yasemin KOKSAL

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali
Danigsman: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2016, 59 Sayfa, 1 Ek Sayfa

Lipazlar karboksilik ester baglari tizerinde etkili olan hidrolazlarin bir pargasidir.
Lipazlarin fizyolojik rolii, trigliseritleri icinde bulunan digliseritleri, monogiliseritleri ,yag
asitlerini ve gliserolii hidrolize etmektedir Bu ¢ok yonliiliik lipaz1 gida, deterjan, ilag, deri,

tekstil, kozmetik ve kagit sektorlerinde potansiyel uygulamalar icin tercih edilen enzim

yapar.

Bu caligmada, Yusufeli (Artvin, Turkiye) ve Soke (Aydin, Tirkiye) iki zeytin
fabrikasi atiksular dikkatle toplandi. Farkli koloni morfolojileri dikkate alinarak 13 farkli sus
izole edildi ve tanimlama yapilmak i¢in saflastirildi. 16S rRNA analizi izolatlar Bacillus
cinse ait oldugunu ortaya koymustur. Biz bu ¢alismada 13 farkli izolattan Bacillus sp. L1S
segildi. Saflastirilan enzimin optimum aktiviteyi 45°C ve pH 8 gostermistir. Molekiiler
agirligi yaklagik olarak 27 kDa olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler 15181inda, enzimin

biyokimyasal 6zellikleri, enzimin 6nemli bir endiistriyel enzim olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelime: Bacillus sp. L1S ,lipaz, kararekterizasyon
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Master Thesis
SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF LIPASE OF Bacillus sp. L1S
ISOLATED FROM OLIVE OIL WASTE

Yasemin KOKSAL

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Sabriye CANAKCI
2016, 59 Pages, 1 Appendix Pages

Lipases are the part of the hydrolases that act on carboxylic ester bonds. The
physiologic role of lipases is to hydrolyze triglycerides into diglycerides, monoglycerides,
fatty acids ,and glycerol. This versatility makes lipase the enzyme of choice for potential
applications in the food ,detergent , pharmeceutical, leather, textile, cosmetic, and paper

industries.

In this works, wastewater of an olive factory from Yusufeli (Artvin, Turkey) and Soke
(Aydin,Turkey) were collected carefuluy. Based on differenciess of colony morphologies,
13 isolates were selected and purified for identification. 16S rRNA analayses revealed that
the isolates belong to Bacillus genus. In this study , we choice Bacillus sp L1S isolates the
bacterial lipase. The purified lipase showed optimal activity at 45°C in pH 8. The molecular
mass of the lipase was determined approximately 27 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: Bacillus sp. L1S ,lipase, characterization
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimlere ait ilk bilgiler 1570’11 yillarda karsimiza ¢ikmaktadir. Yillar icerisinde
enzimler ait bilgiler arttikga kullanim alanlar1 genisledi. Sanayi alanindaki {iretim
cesitliliginin artmasi ve enzim biyoteknolojisi geligsmesi, bilim insanlarinin bu yonde yeni
arastirmalara tesvik etmektedir. Enzimlerin gelistirilmesi bilim insanlari i¢in biiyiilk 6nem
arz etmektedir. Hayvan, bitki ve mikroorganizmalara kadar ¢ok c¢esitli canli gruplarinda
enzimler mevcuttur. Endustriyel enzim kaynaklarina bakildiginda ise biiyiik ¢ogunlugu
mikroorganizmalarin olusturuldugu bilinmektedir. Mikroorganizmalart hizli sekilde farkli
ekolojik ortamlarda gelisebilmesi, ekstrem kosullarda ¢ogalabilmesi, iiretim maliyetinin
diisiik olmas1 gibi bircok 0Ozelliginden dolayr ezim endiistrisinde ¢ok tercih edilmistir
Biyokatalizor olarak adlandirilan enzimler, ilag ve kimya endustrisi basta olmak tizere
bilinen 300’0 askin islemde kimyasal siire¢te  kullanildigi  bilinmektedir.
Mikroorganizmalarin enzim iiretimin hem fizyolojik hem de fizikokimyasal agidan kontrol
edilebilir. Enzim miktari, bitki ve hayvansal enzim kaynaklarina gére mikroorganizmalarda
daha vyiksektir. Mikrobiyal kaynakli enzimler kolay indiiklenebilir ve ucuz {iretim

maliyetine sahiptirler.

Endiistrilerin ihtiyag duydugu enzim gruplarindan lipaz/esterazlar organik ¢oziici
ortaminda ,ester baglarinin olusumunu ve sulu ortamlarda ise bu baglarin hidroliznini ve
modifikasyonu (transesterifikasyon) katalizleyen hidrolaz simifi enzimlerdir. Bu enzimler
tarafindan  katalizlenen esterlesme/hidroliz  reaksiyonlart  genellikle yiiksek bir
stereosecicilik ile yani sadece tek bir iiriiniin olusmasiyla gergeklesir ki, bu durum
lipazlarin/esterazlarin farmakoloji, gida miihendisligi ve kimya endiistrilerinde 6nemli bir

biyokatalizér olmasini saglar.



Boylece enzimler kullanilarak 1limli sartlarda ve ¢ok kisa zaman dilimlerinde, yiiksek verim
ve saflikta endistrinin ihtiyag duydugu maddeler iiretilebilmektedir (Bornshcheuer ve
Kazlauskas, 1999)

1.2. Zeytinyag Kati Atig1

Tim diinyada saglik agisindan 6nemli avantajlart nedeniyle zeytinyag: tiikketimi her
gecen gun artmaktadir. Zeytinyag iiretiminin yogun olarak yapildigi Akdeniz iilkelerinde
yilda ortalama 30 milyon m® karasuyun gevresel ortamlara desarj edildigi sanilmaktadir.

Prina zeytinyag fabrikalarinin bir atig1 olup, Akdeniz Ulkelerinde gortlen énemli bir
biyokiitle ¢esididir. Prina diislik maliyetle oldukca biiylik miktarlarda elde edilebilir. Bitkisel
yaglar ve prina, kiikiirt icermeyen alternatif yakitlar olarak dikkate deger bir alternatif
olamaya baglamistir. Prina aslinda bir atitk madde oldugu i¢in diger atiklar gibi uygun ve
kabul edilebilir bir kullanim olmamas1 halinde problemler yaratabilir. Enerji iiretiminde
verimli ve uygun bir sekilde prina kullanimi, temiz enerji iiretimi ve zeytinyagi tesislerinin

at1g1 olan bu maddenin tekrar kullanimi gibi, iki probleme birden ¢6ziim saglamaktadir.

Tablo 1 Pirina bilesimi (Ortalama ve yaklasik degerler) (Haddadin vd. 1999)

Bilesen Ortalama Degerler
Nem (g/kg) 515
Kl (g9/kg) 19
Ham Protein (g/kg) 57
Yag (g/kg) 112
Lignin (g/kg) 354
Hemiseluloz (g/kg) 155
Seluloz (g/kg) 184
Indirgen sekerler (mg/kg) 17

Pirinanin yukarida belirtilen mevcut kullanimlarina ilaveten, karasu da oldugu gibi,
uygun optimizasyonlar yapilarak, farkli mikroorganizmalarla ve kat1 kiiltiir (veya kati-hal)
fermantasyon teknigi ile daha faydali iirlinlere doniisiimii miimkiindiir.Y1llik, yaklasik 1

milyon ton zeytin, zeytinyagi liretimine girmekte ve yaklasik 450.000 ton prina bu islemden



sonra elde edilmektedir. Prinanin 1s1l degeri yaklasik 12.500-21.000 kJ/kg’dir. Odun ve
yikanmig komiiriin 1s1l degerleri sirasiyla 17.000 ve 23.000 kJ/kg’dir. Prinanin kiikiirt orani
kitlece % 0.05-0.1 degerindedir. Halen Tiirkiye’de zeytin iiretim bdlgelerine ve prina
fabrikalarina yakin bazi sanayi kuruluglarinda da yagsiz kuru prina, 2800 kCal/kg alt 1s1l
degeri ve fiyatinin odun ve petrol iiriinleri fiyatlarinin ¢ok altinda bulunmasi ile yakit olarak

kullaniminin iilke ekonomisine getirecegi faydalar agiktir (URL 1)

1.3. Enzimler

Enzimler, hiicrelerde biyokimyasal reaksiyonlar1 katalize eden protein yapisinda
molekdllerdir. Diger katalizorler gibi enzimlerde girdikleri reaksiyonlarin hizin1 artirarak
caligirlar. Enzimleri biyolojik katalizorler olmasi sebebi ile caninlar igin biiyiik 6nem arz
ettigi bilinmektedir. Enzimler canli hiicreler tarafinda sentezlenmekte ve enzimlerin bir
kismi hiicre iginde aktivite gostermekte diger bir kisimi ise hiicre disinda aktivite gosterdigi
bilinmektedir. Enzimlerin etkilesime girdigi ve degisime ugrattigi molekiillere substrat adi
verilir. (Oztlrk ve ark, 2007). Biyokimyasal reaksiyonlarda enzimler substratlar1 yapisal
olarak degistirerek istenilen iiriine doniistiiriirken kendi yapisinda her hangi bir degisiklik
meydana gelmemektedir. Enzimler molekiiler ag¢idan incelendiginde; tizerinde kofaktor ve
koenzimlerin yer aldigi, enzim-substrat kompleksinin sekillendigi aktif merkez bolgeleri
ihtiva ederler. Aktif merkezde substrat baglanma merkezi ve bir veya daha fazla katalitik
aktivite bolgeleri mevcuttur. Buralar aminoasit kalintilarindan olusmus ve 6zel geometrisi
olan yerlerdir.

Hicre icerisinde énemli gérevleri yerine getiren enzimler, giinlik ver ekonomik gibi
bircok alanda da kullanilmaktadir. Enzimler endiistrin hemen hemen her alaninda
kullanilmakta oldugu gilinimiizde bilinmektedir. Enzimlerin bu kadar fazla alanda
kullanilabilir olmasinin sebepleri; maliyet bakimindan ucuz olmasi, in-vitro sartlarda aktif
olmasi, ¢ok farkli alanlarda kullanilabilme 6zelliginde olmasi ve en 6nemlisi de enzimin
alerjik ya da toksik etkiye sahip olmamasidir (Celik, 2006).

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligine (IUBMB) bagl
Enzim komisyonu (E.C.) tarafindan 4 numarayla tanimlanirlar ve E.C. X.Y.Z.V sekilinde

gosterilir. Bu gosterimde, X; 6 biiylik siniftan birini, Y; birinci alt sinif, Z; ikinci alt sinif ve



V; ise enzim numarasini isaret eden semboller olarak kullanilirlar. Enzim Komisyonu, enzim
siniflandirilmasini 6 biiylik grup altinda toplamaktadir (Tsai, 2007).

E.C.1.: Oksidorediktazlar: Bir ¢ok kimyasal gruba etki edip hidrojen ekleyerek veya
cikararak yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini katalizlerler.

E.C.2.: Transferazlar: Alic1 hidrojen disinda bir fonksiyonel grubun bir molekiilden digerine
transferini katalizlerler.

E.C.3.: Hidrolazlar: Su katilmasiyla kimyasal baglarin parcalanmasini katalizleyerek
hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.

E.C.4.: Liyazlar : Cift bag olusturmak i¢in, oksidasyon ve hidroliz disindaki yollarla bag
kiran tepkimeleri katalizlerler.

E.C.5.:izomerazlar: Bir molekiil icindeki geometrik ve yapisal degisikliklerin

gerceklestirildigi izomerasyon tepkimelerini katalizlerler.

E.C.6.: Ligazlar : ATP enerjisi kullanarak iki molekiilii birlestirirler.

1.4. Lipazlar

Diinya biomasi incelendiginde liptlerin yiizdesinin oldukca fazla oldugu bilinmektedir.
Lipolitik enzimler suda ¢oziinmeyen bu bilesiklerin hidrolizinde 6enmli rol oynamaktadir.
Ilk olarak Claude Bernard 1856’da pankreatik s1vidaki bir lipaz1 kesfetmistir ve onu ¢ozunur
olmayan yag damlalarini hidrolizleyen ve onlar1 ¢oziiniir iirlinlere doniistiiren enzimler
olarak tanimlamistir. Mikrobiyal kaynakli lipazlarin varligi ilk olarak 1901°de Bacillus
prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. fluorescens’de gozlenmistir (Hasan ve ark,2006)

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolaz, EC 3.1.1.3) triagilgliserolleri yag asitleri ve
gliserole hidroliz eden hidrolaz enzim grubudur. Lipazlar hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalara kadar ¢esitli canli gruplarinda bulunur. (Candenas ve ark. , 2001;
Mohamed ve ar., 2000; Villeneuve ve ark., 2000, Aksoy 2003). Lipazlar esterlerin
sentezlerini  yapar. Ayrica esterleri sentezinin yan1 sira esterlerin  hidrolizi

,{transesterlesmesini reaksiyonlarini katalizler ve enantioselektif 6zellikler gostermektedirler.
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Sekil 1. Trigliserid’in gliserol ve yag asidine hidrolizi (Isbakan, 2006)

Lipazlar ¢ok spesifik kimyasal reaksiyonlar1 gergeklestirme yeteneklerinden dolay:
gida, deterjan, kozmetik, organik sentez ve ilag endiistrisi gibi endiistriyel alanlarda aranan
enzimlerden biri olmustur. Endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin ¢ogunlugu lipazlardir
ve dolayisiyla galisilan lipazlara birgok ornek, literatiirler de ve son yayinlarda rastlanabilir
(Kourist ve ark, 2010; Shu ve ark, 2010). Lipazlar hem sulu hem de susuz ortamlarda
reaksiyonlart gergeklestirebilen biyokatalizorlerdir. Lipazlar genis substrat kullanabilme,
ekstrem kosullarda (pH, sicaklik, organik ¢oziiciiler, vs) yapilarini biiyiik oranda korumalar1
gibi Ozelliklerinden dolay aranan enzim gruplarindandir. Lipazlar serin hidrolazlari sinifi
iginde yer alir ve bu nedenle higbir kofaktdre ihtiya¢ duymazlar (Saxena ve ark, 2008). Son
yapilan ¢aligmalar ile birlikte li¢ boyutlu yapilar1 aydinlatilmasi birlikte yap1 ve 6zelliklerini
ortaya konulmustur. Lipazlar kolay elde yontemleri ve dogada yaygin yayilis géstermeleri

sebebi ile fizyolojik ve endustriyel 6neme sahiptir.



Tablo 2. Mikrobiyal lipazlarin sanayide énemli kullanim alanlar1 (Oztiirk, 2002)

Sanayi Dali Etki Uriin
Unlu mamuller | Lezzet arttine, raf 6mnl uzatic Unlu mamuller
Ipecek Aroma gelistirici Icecekler
Kimya Enantiyo secicilik Kiral kimyasallar
Kimyasallar Sorfektanlar gibi
Temizleme Sentez Hidroliz temizleme
Ajanlannin uzaklastinimas
Kozmetik Sentez Emulmﬁy,:re edu?ﬂer,
Memlendirme ajanlar
j _ Sit yagimin hidrolizi Peyninn
St ve st olgunlastinimast Lezzet ajanlan Peynir Tereyad
mamullen : ) . :
Tereyagin modifiye edilmesi
Kati ve sivi . L Kakao yadi, margarin Yag asitlen,
yaglar Transesterifikasyon Hidrolz gliserol, mono ve dighsendler
Soslar Kalite gelistinlmesi Mayonez, krema
Saglikh gidalar Transestenfikasyon Saglikh gidalar
Den Hidroliz Den driinlen
Lezzet gelistiriimesi ve yadin Lo
Et ve balik uraklastirimas: Et ve balik driinlen
Kadit Hidroliz Kadit Griinler
Eczacilik Transestenfikasyon Ozellikle lipitier Smdirim
destekcilen

Lipazlarin gérev aldigi biyokimyasal yolda enzim substrat etkilesimi iki basamakta
olmaktadir (Sekil 2). Birinci basamakta tetrahedral etkilesim ile agilenzim kompleksi
meydana gelir. Bu esnada etkilesim bolgesindeki oksijen atomlari negatif yiiklenerek peptit
zincirindeki iki NH grubunun kararli hale gelmesini saglar. Olusan bu yapiya oksianyon
deligi denir. lkinci basamak ise agcil-enzim kompleksinin hidrolizidir. His kalmntis1
niikleofilik su molekiinii aktiflestirir ve reaksiyon ikinci etkilesim ile devam eder. Olusan

asidik tirlin ayrilarak su molekiilii serbest kalmaktadir.
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Sekil 2. Lipazlarin gorev aldigi biyokimyasal yolda enzim substrat etkilesimi
(Gul, 2013)

Farkli kaynaklardan izole edilen lipazlar incelendiginde ii¢ boyutlu yapilar
birbirlerine bilyiilk oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Lipazlarin bilinen ¢ boyutlu
yapilarinin molekiil agirliklarinin 19-60 kDa araliginda degistigi bilinmektedir.(Garrett ve
Grisham, 1999; Gao 2004) Lipazlar, genel olarak C ve N olmak {izere iki kisma ayrilmis bir
polipeptit zincirinden olusmaktadir. Bunlardan N- kismi, katalitik serinden yiizeye kadar
uzanan ve uzun bir yag asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi
kapsamaktadir (Akoh ve Min, 1998). Lipazin yapisinda en onemli 6zelliklerinden biri
GXSXG pentapeptiddir, burada G:glisin, S: serin, X:herhangi bir aminoasittir. Bu sira biitiin
lipazlarda bulunur. Diger ortak 6zellik serin, aspartik asit ve histidin amino asitlerinin
varliginda yaklasik ayr1 50 kalint1 bulunur. Bu tgliidde serin pentapeptid bulunur (Brady ve

ark, 1990; Svendsen 1994).



Lipazlarda karakteristik olarak katalitik gruplar iceren merkezi bir B-bandi goze
carpmaktadir. o/f hidrolaz yapidaki proteinlerin molekiiler yapisi incelendiginde paralel 3
kivriml bantlarin heliks seklindeki o yapilar ile ayrildigi ve siiper heliksel doniislerle bir

serit seklini aldig1 goriilmiistiir (Oztiirk, 2002)
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Sekil 4. a./ B hidrolaz katlanma (Jaeger ve ark, 1999)

Merkezi B-bandi ile a-bandi arasinda lipaz enziminin aktif bdlgesi bulunmaktadir.
Aktif bolgede yapilan ¢aligmalar bir {icliiniin varligin1 gostermistir. C ucuna yakin kisimda
bulunan histidin amino asidi, li¢ boyutlu yapida niikleofilik amino aside hidrojen baglari ile
bagli bulunmaktadir. Ayrica bir asidik amino asit (aspartik asit ya da glutamik asit) yine
hidrojen baglan ile niikleofilik amino aside baglanir. Bu ii¢lii grubun, enzimin katalitik
aktivitesinde 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Jaeger ve ark, 1993).Ucli, tc boyutlu
yapida bir o bandi ile olusturulan kapak yapisi ile korunmaktadir. Katalitik aktivitenin
baslamasi i¢in bu kapak yapisinin ayrilmasi sarttir. Lipaz enziminin aktivite kosulu olan ara
yilizeyin olugmasiyla beraber kapak yapisi ortadan kalkar ve lipaz enzimi aktiflik kazanir.
Rhizomucor miehei ve insan pankreatik lipazinda yapilan calismalar ile bu kapak yapisi

gosterilmistir (Brzozowski ve ark, 1991).



Sekil 4. Lipazn ii¢ boyutlu yapis1 Pseudomonas aeruginosa (Jaeger ve

Reetz 1998)

Lipazlar sadece belirli pH degerlerinde katalitik olarak aktiftirler ve aktif
bolgelerindeki gruplarin iyonlasma durumu ve orjinlerine baglidirlar. Bazik, asidik ve notral
fonksiyoneller lipazlarin aktif boélgelerini kapsar ve bundan dolay:1 katalitik bolgedeki
fonksiyonel gruplar iyonlasma halinde aktiftirler. Cogu Lipazlar i¢in optimum pH 7 ile
9arasinda degisir (Oztiirk, 2001). Mikrobiyolojik kaynakli lipazlar pH 6,0-7,5 civarinda
yiiksek kararlilik gosterirler. Bakterinin dogasina kolayca uyum saglamasi sonucunda
aktivite ve dayanmikliliginin pH’a baghilig kiiltiir sartlarina baglidir. Eger bu organizmalar
alkali pH’da yetisirse, iiretilen bu lipazlarin da optimumu alkali bir pH’a olabilirler (Oztiirk,

2001, Fadiloglu, 1996).

Lipazlar sadece belirli pH degerlerinde Kkatalitik olarak aktiftirler ve aktif
bolgelerindeki gruplarin iyonlagsma durumu ve orjinlerine baghdirlar. Bazik, asidik ve nétral
fonksiyoneller lipazlarin aktif bolgelerini kapsar ve bundan dolayr katalitik bolgedeki
fonksiyonel gruplar iyonlasma halinde aktiftirler. Cogu Lipazlar i¢in optimum pH 7 ile 9
arasinda degisir (Y1lmaz, 2010). Mikrobiyal lipazlarin pH’1 6 — 7,5 arasinda yiiksek kararlilik
gosterdikleri bilinmektedir. Fakat bazi mikrobiyal lipaz pH 5 ile 5,5 arasinda da kararlilik
gosterdikleri bilinmektedir. Bakterinin dogasina kolayca uyum saglamasi sonucunda aktivite
ve dayanikliligmin pH’a baghilig: kiiltiir sartlarina baglidir. Eger bu organizmalar alkali

pH’da yetisirse, liretilen bu lipazlarin da optimumu alkali bir pH’a olabilirler(Y1ilmaz, 2010).
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Enzimlerin sicaklik kararliklarini en az iki faktor etkiler, bunlardan ilkini enzimin
primer yapisidir. Enzim molekiliinde hidrofobik amino asitlerin yiiksek igerigi dis ¢evredeki
bir degisiklik ile kolaylikla denatiire olmayan siki bir yap1 sagladigi bilinmektedir. Buna
ilaveten distlfit koprileri ve diger baglar hem kimyasal denatiirasyona hem de sicaklik
inaktivasyonuna yiiksek dayaniklilik saglar. Enzim sicakliklik kararliligini etkileyen ikinci
faktor ise, polisakkaritler ve iki degerlikli katyonlar gibi spesifik bilesikler eger varsa
molekiilii stabilize edilebilirler (Oztirk 2001). Lipazlarm genis sicaklik araliklarmin

uzerinde aktif olduklar1 bilinmektedir.

1.4.1. Lipazlarin Arayiizey Aktivasyonu

Lipazlarda araylizey aktivasyonu olgusu Sarda ve Desnuelle tarafindan 1958 yilinda
ara yuzey fenomenine dayanarak tanimlamislardir. Sulu ortamlarda monomerlerin
maksimium konstrasyonlarima doygunluk denilmektedir Triagilgliserolarin bu doygunluga
ulagmasi i¢in emiilsiyon formunun baslangicidir. Lipolisiz, su yag arayiiziiniin olusumu igin
gerekli olan olaydir. Esteraz enzimi de lipaz gibi ester baglarina saldirmasina ragmen

aralarinda belirgin farklar vardir.

Lipazlar, suda c¢oOzilinen karboksilik ester molekiillerine kars1 aktivite goOsteren
esterazlardan farkli olarak ¢oziiniir olmayan veya kiimelesen substratlara kars1 aktiftirler.
1990 yilinda iki lipazin X-151n kristallografisi ile yapilar1 aydinlatilmis ve diger enzimlerden
farkli olarak 6zel bir mekanizmaya sahip olduklar1 ortaya ¢ikarilmistir: Bu enzimlerin ii¢
boyutlu yapilarina bakildiginda, ara yiizey aktivasyonunun aktif bolgeyi ¢evreleyen kapak
benzeri amfifilik peptidik bir ilmekten dolayr olabilecegi ileri siiriilmistiir. Lipaz
substratiyla bir yag/su ara yiizeyinde karsilastiginda bu kapak konformasyonel olarak

yeniden diizenlenir ve aktif bolge substratin ulasabilmesi i¢in agilir (Sekil 5)
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Sekil 5. Mucor miehei lipazinin kapali (A) ve acik (B) formlarinin yapisi.
Sar1 alanlar katalitik tigliiyli temsil etmektedir. Kapakl1 yapisinin
acilmasi ile (B) katalitik bolgeye (sar1) erisilebilmektedir. Kaynak:
(Schmid ve Verger, 1998).

1.4.2. Lipazlarin Siniflandirilmasi

Lipazlarin siniflandirilmast gliseritleri pargcalama yerlerine gore yapilart buan gore

lipazlar1 {i¢ ana grupta toplamak miimiikiindiir

1.4.2.1. 1,3 - Spesifik Lipazlar

Ik grup lipazlar 2. pozisyondan pargalayamaz (Sekil 6), terminal gruplardan
parcaladigindan 1,3 spesifik olarak adlandirilirlar. Reaksiyon sonunda triagilgliserinlerden
yag asitleri, 1,2 (2,3)-diacilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler olusur. 1,2 (2,3)-
diagilgliserinler ve ozellikle 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak kararsiz olup sirasiyla
1,3-diacilgliserinlere ve 1(3)-monoagilgliserinlere izomerlesirler. Boylece olusan izomerler
enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilirler ve sonugta 1,3-spesifik lipazlarda
spesifik olmayan lipazlar gibi trigliseritleri gliserin ve serbest yag asitlerine kadar
parcalarlar. Aspergillus niger, Psedomonas fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus ve
Mucor tirlerinden elde edilen lipazlar 1,3-spesifiktir (Y1lmaz, 2010).
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1.4.2.2. Spesifik Olmayan (Non-Spesifik) Lipazlar

Ikinci grup lipazlar spesifik degillerdir, hem primer hem sekonder esterleri
parcalayabilirler. Reaksiyonda ara iirtin olarak diacil ve monoagilgliserinler olusur.
Trigliseritler gliserin ve yag asitlerine parcalanirlar. Candida cylindracea, Corynebacterium
acnes, Candida rugosa, Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan iiretilen

lipazlar spesifik olmayan lipazlar grubuna girerler (Y1lmaz, 2010).

1.4.2.3. Yag Asiti Spesifik Lipazlar

Ucgiincii grup ise pozisyon olarak spesifik olmayan fakat yag asidi se¢imli birkag
lipazin olusturdugu gruptur. Sadece 0Ozel bir tip yag asidinin bulundugu ester bagini
parcalarlar (Geotrichum candidum ve ¢imlenmemis yulaf tohumlar1 6zellikle 9,10
doymamis yag asitlerinin esterlerini parcalarlar). Lipazlar ayrica zincir uzunlugu spesifikligi
de gosterebilirler (peynir yapiminda kullanilan lipazlar, kisa zincirli esterleri parcalarken,
orta ve uzun zincir uzunluguna sahip esterleri pargalamazlar). Lipazlar, bircok enzimin
aksine oldukc¢a genis substrat spesifikligi ve organik ¢oziiciilere karsi toleranslardan dolay1
genis sentetik potansiyele sahiptirler. Coziicii sisteme bagl olarak hidroliz ya da sentetik
reaksiyonlardan birini katalizleyebilirler. Trigliseritlerden baska alifatik, bisiklik ve
aromatik esterler hatta organometalik bilesiklerin esterleri lipazlar tarafindan substrat olarak
kabul edilir. Rasemik esterler ya da birden fazla hidroksil grubuna sahip substratlar
kullanildiginda, lipazlar yiiksek enantiyo ve bolge secimlilik ile aktivite gosterirler. Ayrica

oldukca fazla tiyoester ve aktif aminler de substratlari olabilirler (Y1lmaz, 2010)
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Sekil 6. Farkli pozisyon spesifikligine sahip lipazlar(Y1lmaz,2010)

1.5. Bakteriyel Lipolitik Enzimlerin Simiflandirilmasi

Enzimlerin siiflandirilmasi, substrat spesifitelerine, aminoasit sekanslarina ve gen
dizi analizlerine gore yapilabilir. Lipazlarin ve esterazlarin yapilar1 hakkinda bilgiler son
yillarda bir ¢ok gen dizisinin agiklanmasiyla ve kristal yapilarin aydinlatilmasiyla birlikte
bliylik 6l¢lide artmistir. Diger taraftan yiiksek dizin homolojisi enzimlerin benzer substrat
spesifitesine, benzer optimum pH ya da sicakliga sahip olduklarin1 gostermemektedir. Hatta
baz1 durumlarda da benzer bir dizine sahip enzimlerin tamamiyla farkli reaksiyonlar
katalizledikleri goriilmektedir.Bakteriyel lipolitik enzimler, amino asit sekanslar1 ve
biyolojik 6zellikleri esas alindiginda temel olarak 7 sinifa ayrilmaktadir (Arpigny ve Jaeger,

1999):

Aile I: Aile I olarak da adlandirilan bakteriyal gercek lipazlar eskiden Pseudomonas
gruplar1 olarak {i¢ alt grupta inceleniyordu. Ciinkii Pseudomonas lipazlar1 muhtemelen
caligilan ilk lipazlardir ve endiistride &nemli bir role sahiptirler. Onemli lipazlar iireten baz1
Pseudomonas tirlerinin Burkholderia olarak yeniden adlandiriimasindan ve pek ¢ok lipazin
farkli cinslerden elde edilmesinden dolay1r gergek lipazlar 6 alt aile temelinde yeniden
siniflandirilmistir. Cesitli Bacillus ve Staphylococcus tiirlerine ait lipazlar da bu grupta yer
alirlar. Alt aile 5’de yer alan Staphylococcus hyicus’un lipazi 6nemli bir fosfolipaz aktivitesi

gostermesi ile lipazlar iginde tektir.

GDSL ailesi: Aile II olarak da adlandirilan bu enzimler geleneksel Gly-Xaa-Ser-Xaa-
Gly pentapeptit yapisin1 gostermezler, bunun yerine aktif bolgedeki serin amino asidi Gly-
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Asp-Ser-(Leu) (GDS(L)) motifini gosterir. Bu proteinlerde katalitik rol oynayan bu 6nemli
amino asitler diger lipolitik enzimlere gére N-terminale ¢ok daha yakindirlar. Streptomyces

scabies esterazi bu ailede yer almaktadir.

Aile III: Bu enzim ailesi ilk olarak Cruz ve arkadaslar1 (1994) tarafindan

tanimlanmistir. Moraxella cinsleri bu sinifa dahildir.

Hormon duyarh lipaz ailesi: Birkag¢ bakteriyal enzim (aile IV), memelilerin hormon
duyarl lipazi (HSL) ile 6nemli oranda amino asit dizilim benzerligi gosterirler. Memeli
hormon duyarli lipazi ve Moraxella sp. lipazinin diisiik sicaklikta (15 °C’nin altinda) oldukca
yiiksek bir aktivite gdstermesi bu enzimlerdeki korunmug amino asit dizilim siralarina sahip
olmalarina baglanmistir. Ancak benzer amino asit dizilim siralarinin gesitli mezofilik
(Escherichia coli, Alcaligenes eutrophus) ve termofilik (Alicyclobacillus acidocaldorius,
Archeoglobus fulgidus) tiirlerde de bulunmasi bu korunmus dizilimden sicaklik

adaptasyonunun sorumlu olmadigini gostermistir.

Aile V: Bu simif lipolitik enzimlerin ¢ogu Pseudomonas oleovorans, Haemophilus
influenzae, Acetobacter pasteurianus gibi mezofil bakteri kokenlidir. Aminoasit siralart o/|3-
hidrolaz yapisina sahip ve Kkatalitik iiclii iceren epoksit hidrolaz, dehalojenaz ve

haloperoksidaz gibi lipolitik olmayan enzimlerle benzerlik gosterir.

Aile VI: 23-26 kDa'luk molekiil agirliklariyla bilinen en kiigiik esteraz simifini
olustururlar. Pseudomonas fluorescens karboksil esterazinin ii¢ boyutlu yapisi belirlenmistir.
Bu enzimin aktif formu bir dimerdir ve alt birimleri alfa/beta-hidrolaz yapisina sahiptir ve
Klasik Ser-Asp- His katalitik tgliistinii igerir. Bu karboksil esteraz kiigiik substratlar
hidrolizlemesine ragmen uzun zincirli trigliseritlere kars1 aktivite gostermemektedir. Bu
ailede yer alan enzimler hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Aminoasit sirasini veren
gen siralar1 baska gen siralariyla benzerlik gostermemektedir. Bununla birlikte yalnizca bir
tane enzimin okaryotik lizofosfolipaz ile (Ca* a bagimli olmayan lizofosfolipaz A2) ile %40
benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Spirulina platensis, Rickettsia

lipazlar1 bu sinifa dahildir.

Aile VII: Bu sinif bakteriyel esterazlar Aile VI enzimlerine gore daha biylik molekiil
agirhigina (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.
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Aile VIII: Bu aileyi meydana getiren ii¢ enzim de yaklasik 380 aminoasit icermekte
ve aktamaz sinifi enzimlerle benzerlik gotermektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999). Bu ailedeki

esterazlarin katalitik mekanizmasini agiklayabilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

1.6. Lipazlarin Katalizledigi Reaksiyonlar

Lipazlar ¢esitli reaksiyonlar igin biyokatalizér olarak kullanildigi bilinmektedir.
Lipazlar bircok degisik reaksiyonu katalizlerler. Ornegin hidroliz ve hidroliz reaksiyonunun
tersi de esterifikasyon, transesterifikasyon (asidoliz, interesterifikasyon, alkoliz), aminoliz,
oksimoliz ve tiyotransesterifikasyon. ileri (hidroliz) ve tersi (sentez) reaksiyonlar1 arasindaki

denge, reaksiyon karisiminin su aktivitesi ile kontrol edilir (Oztiirk, 2001).

1.6.1. Hidroliz

Lipazlar su molekiillerinin tiiketilmesiyle birlikte triagilgliserollerin ester baglarini
katalizlerler bu olaya hidroliz denir. Lipazlarin, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden
ester sentezi reaksiyonlarindan baska esterlerin gliserol ve uzun zincirli yag asitlerine
hidrolizi reaksiyonlarim1 da katalizledikleri bilinmektedir (Jaeger ve Reetz, 1998) Ozelikle
deterjan endiistrisinde yag kaynakli kirliliklerin daha etkili bir sekilde uzaklastirilmasi,
deterjan katkis1 olarak lipazlarin kullanilmasiyla saglanmaktadir (Jacger ve Reetz, 1998).
Burada lipazlarin hidroliz yoniindeki reaksiyonu katalizledikleri bilinmektedir. Kagit
sanayinde odundan istenmeyen lipidik maddelerin uzaklastirilamsinda da lipazlar

kullanildig1 bilinmektdir. (Y1lmaz, 2010)

1.6.2. Esterifikasyon

Hidrolizin tersi olan, serbest yag asitleri ile alkol arasinda esterifikasyon reaksiyonlari
diisiik su aktivitesi veya ¢Ozliciisiiz sistem sartlar1 altinda az sulu organik coziiciilerde
lipazlar tarafindan katalizlenir. Ester sentezi asit veya baz katalizli ile kimyasal olarak
yapilabilmesine ragmen enzim teknolojisinin kullanimi, 1liman kosullarda ¢alisma, azalmig
yan reaksiyonlar ve spesifitesi gibi avantajlarindan dolay1 6nerilmektedir. Cok kiymetli

kimyasallar laurik asit ve mentol veya bitirik asit ve geranolden metil ve geranil esterlerinin
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uretimi ve primer ve sekonder alifatik ve terpenik alkollerden oleik asit esterlerinin Gretimi

lipaz katalizli ester sentezi ile yapilir(Villeneuve ve ark, 2000).

1.6.3. Ester Degisimi (Transesterifikayon)

Transesterifikayon terimi bir ester ve bir alkol (alkoliz), bir ester ve baska bir ester
(interesterifikasyon) veya bir ester ve bir asit (asidoliz) arasindaki gruplarin yer degistirmesi
islemi olarak tanimlanir. Transesterifikasyon, endiistriyel olarak uygun yiiksek sicakliklarda
susuz bir ester ile baska bir reaktant tiirlerinin bir karisiminin 1sitilmasi sonucu
gerceklestirilir. Alternatif olarak daha diisiik sicakliklarda alkali metaller veya alkali
alkilatlar kullanilabilir. Bununla birlikte, transterifikasyonla hayvansal ve bitkisel yaglarin
modifikasyonu i¢in lipazlarin kullanimi 1liman kosullar, azalmis yan reaksiyonlar ve
spesifite avantajlarindan dolayi tercih edilir. Daha ucuz yiyecek maddelerinden kakao yagi
tiretimi buna bir O0rnektir. Bu reaksiyon palm yagi ve stearik asit veya palm yagi ve
tristearogliserol i¢eren lipaz katalizli transesterifikasyonu ile gergeklestirilmektedir (Sekil 7)

(Villeneuve ve ark, 2000).

1.6.4. Dogal Olmayan Substratlarin Katalizi

Lipazlar karboksilik asit esterlerinin hidrolizi ve sentezinin katalizini sinirlamaz. Alkol
ve sudan bagka bilesenleri de niikleofil olarak tanirlar. Lipazlar, boylece se¢icilikle organik
coziiciilerde oksimoliz, transesterfikasyon, aminoliz gibi farkli reaksiyonlar1 kataliz etme
kabiliyetine sahiptirler. Susuz ortamda esterlerin aminolizinde lipazlarin segiciligi peptid ve
yag amit sentezi i¢in basariyla kullanilmistir. Bu sonuglar diisiik maliyette yeni deterjanlar
ve optikge aktif peptidler, polimerler ve siirfaktantlarin sentezinde lipaz teknolojisi

kullanilarak elde edilmektedir (Sekil 7) (Villeneuve ve ark., 2000).
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(1) Hidroliz

RCOOR' + H;O RCOOH + R'OH

(2) Esterleame (esterifikasyon)

RCOOH + ROH _— RCOOR' + H-O

(3) Ester degisimi (interesterifikasyon)

RCOOR'+ R'OOR* =———> RCOOR* + R"COOR'
(4) Alkoliz

RCOOR'+ ROH =——7—7=— RCOOR" + R'OH

(5) Asidoliz

RCOOR' + R'"COOH =————> R"COOR + RCOOH

Sekil 7. Sulu ve susuz ortamlarda lipaz tarafindan katalizlenen ¢esitli

reaksiyonlar1 (Villeneuve ve ark., 2000).

1.7. Bakterilerde Lipaz/Esteraz Aktivitesi Tespit Yontemleri

Lipazlar, trigliseritleri hidrolize ederler ve serbest yag asitleri ve gliseroliin meydana
cikmasint saglarlar. O nedenle, bu enzimler i¢in analiz metotlar1 genel olarak serbest yag
asitlerinin olusumunun analiz edilmesi kriterleri etrafinda gelismistir (Jensen ve ark, 1983).
Serbest yag asitlerinin olusumunu arastirmak amaciyla kalitatif olarak jel diflizyon analizleri
ve kantitatif olarak titrimetri, kolorimetrik analiz, floresans, kromatografik prosedurler
(TLC/GC/HPLC) ve immunolojik metotlar kullanilmaktadir (Jacger ve ark, 1994; Beisson
ve ark, 2000; Gupta ve ark, 2003).

1.7.1. Kalitatif Analiz

Lipaz iireten suslar tribiitrin i¢eren agarda incelenebilmektedir. Dort karbonlu (Lee ve
ark, 2001) sentetik bir trigliserit olan (Gao, 2000) tribiitirinin hidrolizi ile olusan zon ya
esteraz ya da lipaz aktivitesini gostermektedir. Yapilan baz1 ¢alismalarda, zeytinyag: ilave
edilen kati besiyerleri lipaz iireten kolonilerin se¢ilmesinde kullanilmistir (Hube ve ark,
2000; Martinez ve Soberon-Chavez, 2001). Alternatif olarak kati besiyerlerine indikator

eklenerek renkli zon olusumu goézlenmistir (Gupta ve ark., 2003). Nile blue stilfat, Victoria
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blue, metil red, fenol red indikator olarak kullanilmistir (Lawrence ve ark, 1967; Converse
ve ark, 1981; Christen ve Marshall, 1984; Samad ve ark, 1989). Bu testler kat1 besiyerlerinde
lipolitik mikroorganizmalarin gelisimlerini hizl bir sekilde aragtirmak i¢in uygundur. Ancak
bazi1 pozitif yanlis sonuclar goriilebilir. Bu mikrobiyal lipazlar tarafindan serbest birakilan
yag asitlerinin, asidik metabolitler iiretmesinden dolayr ortamin asidifikasyonundan
kaynaklanmaktadir (Beisson ve ark, 2000; Gupta ve ark, 2003). Bunu engellemek icin
Kouker ve Jaeger (1987) floresan Rhodamine B boyasini kullanarak 350 nm dalga boyunda
UV 15181 altinda turuncu floresan olarak lipolizis zonlarini gostermislerdir. Rhodamin,
serbest yag asitleriyle floresan bir kompleks olusturur. Béylece lipaz iireten koloniler UV
15181 altinda floresan haleler olusturur. Burada substrat olarak triolein (trioleoilgliserol)
kullanilir (Gupta ve ark, 2003). Ayrica bunun yerine zeytinyagi kullanilmaktadir (Jette ve
Ziomek, 1994; Jarvis ve Thiele, 1997).

1.7.2. Titrimetri

Hidrolaz sinifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin biiyiik ¢cogunlugunda H+ aciga
¢ikar. Olusan H+ konsantrasyonu reaksiyon hizi ile orantilidir (Telefoncu, 1986). Ozellikle
substratlar1 suda iyi ¢6ziinmeyen hidrolazlarin (lipazlar gibi) aktivite tayinleri icin titrasyon
cok uygun bir yontemdir (Telefoncu, 1986; Ghosh ve ark,1996). Burada substrat olarak
uluslararas1 kabul goéren triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyagi kullanilir
(Jensen, 1983). Bundan bagka tribiitrin, triasetin (triasetilgliserol) ve tripropiyonin
(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak kullanilabilir (Lanz ve
Williams, 1973; Staubmann ve ark, 1999). Bununla birlikte lipazlar, kisa zincirli
triacilgliserollerle karsilastirildiginda, triolein gibi uzun zincirli triagilgliserolleri daha
yuksek oranda hidrolize etmektedir (Gupta ve ark, 2003). Lipolitik reaksiyonda, asidin
serbest birakilmasi titrimetrik olarak analiz edilebilir. Nicel yontemde reaksiyon yoniinde
pH olcilur (Jaeger ve ark, 1994). Titrimetrik metotlar zamana bagh olarak serbest yag
asitlerinin serbest birakilmasiyla sodyum veya potasyum hidroksitin notralizasyon oranini

6lcmektedir (Naka ve Nakamura, 1992).
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1.7.3. 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 olcilir
(Winkler ve ark, 1979) Kisa zincirli esterler suda ¢oziiniir ve o nedenle bu hidroliz lipaz
aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin 6l¢iilmesini saglar. Bununla birlikte p-nitrofenil
palmitat lipaz aktivitesinin dl¢lilmesi i¢in kullanilir. Bu analiz i¢in sinirlayict olan enzimatik
aktivitenin asidik pH’da p-nitrofenol’iin absorbans vermemesinden dolay1 asidik pH’da
yapilamamasidir. Enzimatik aktivite sadece nétral veya alkali pH degerlerinde bu prosedrle
tespit edilebilir (Kademi ve ark, 2000). Kalorimetrik analiz, renksiz alfa-naftil karpilat
(oktanat) esterinin hidrolizi ile meydana gelen renkli alfa-naftol’un 560 nm’de
spektrofotometrik olarak 6lgilmesiyle de yapilabilir (Degrassi ve ark, 1999; Gandolfi ve ark,
2000). Alfa-naftil asetat, naftil propiyonat ve naftil bitirat gibi alfa-naftil esterleri substrat
olarak kullanilmaktadir (Gupta ve ark, 2003). Renk dretiminin 6lcllmesinden baska
spektrofotometrik analizler yag asitlerinin, kalsiyum veya bakirla c¢oktiiriilmesiyle
yapilabilir. Substrat olarak Tween kullanilir. Absorbans artis1 500 nm’de oSlgiliir (Von
Tigerstrom ve Stelmaschuk, 1989) ve bu tirbidimetrik 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.

1.7.4. Florimetrik Analiz

Floresan bilesikler lipaz analizi i¢in kullanilirlar. Metot, lipaz aktivitesinden dolay1
serbest birakilan floresan yag asitlerinin 6l¢imunt gerektirir. Triagilgliserollerin alkil
grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer degistirmesiyle analiz gergeklesir. Floresan
Ozellikte serbest pirenil gruplar1 olusur. Triagilgliseroller hidrolize olduktan sonra pirin
gruplar1 400 nm’de yer degistirir (Thuren ve ark., 1987; Negre-Salvayre ve ark., 1991).
Floresan olmayan 4-metilumbelliferil oleat substrati, lipaz etkisinden sonra floresan 4-
metilumbelliferonu serbest birakir (Jacks ve Kircher, 1967). Hizli bir yontem olmasina
ragmen substratlarin pahali olmasi bunlarin kullanimini sinirlandirmaktadir (Gupta ve ark,

2003).
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1.7.5. Kromatografik Prosedir

Kromatografi; lipit substratinda, enzim katalizinin hidrolizini takiben serbest birakilan
yag asitlerinin dogrudan tespit edilmesi i¢in kesin bir metottur. Spesifik kolonlar vasitasiyla
iirlin veya artakalan substratin miktar tayini ve analizi yapilir. Rutin analizler i¢in zaman
alici olmasma ragmen substrat spesifikliginin tayininde kullanimi tavsiye edilmektedir
(Gupta ve ark., 2003). TLC; triagilgliserollerden serbest yag asitlerinin kalitatif analizde,
isaretlenmis triagilgliseroller densitometrik veya autoradiografik metotlar1 kullanilarak
uygulanir. Bunlar ¢ok hassas metotlar olmalarina ragmen zaman alicidir (Ruiz ve Rodriguez,
1982). GC; resmi American Oil Chemists Society metoduna gore; yag asitleri bunlarin metil
esterlerine ¢evrilir ve GC ile miktar tayinleri yapilir. HPLC; lipolizis lirtinleri kolaylikla
HPLC kullanilarak tanimlanabilir. Alfa-naftil laurat’in substrat olarak kullanildigi Maurich

ve ark. (1991) tarafindan lipaz aktivitesini tanimlanmasi i¢in HPLC metodu gelistirilmistir.

1.7.6. Immiinolojik Prosediir

Immiinolojik metotlar veya ELISA yiiksek hassasiyet ve lipazlarin tespiti ve miktar
analizleri icin spesifik sistemlerdir. Bu imminolojik metotlar aktif veya aktif olmayan
lipazlarin tespit edilmesinde kullanilirlar (Grenner ve ark, 1982)Lipazlarin immiinolojik

tespitinde dogal veya rekombinant kaynaklardan enzimin saflagtirilmasina ihtiya¢ vardir

(Beisson ve ark, 2000).

1.8. Lipaz Uretimi

Sharma ve arkadaslari (2001), mikrobiyal lipazlarin ¢ogunlukla sivi kiiltiir olarak
tiretildiklerini, fakat kati kiiltiir fermentasyon metotlarinin ve birka¢ caligmada da
immobilize hiicre kiiltiirlerinin kullanildigini1 bildirmislerdir. Siv1 kiiltiir yontemiyle lipaz
tiretiminde optimum kiiltlir kosullarinin ve besin gereksinimlerinin belirlenmesine yonelik
pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir. Lipid yapidaki karbon kaynaklar1 genellikle lipaz verimini
artirmaktadirlar, bununla beraber birka¢ aragtirmaci yag kullanmadan iyi bir verim elde
ettiklerini bildirmislerdir (Sharma, 2001). Karbon ve azot kaynaklarmin uygunlugu,
aktivatorlerin, stimiilatorlerin, inhibitorlerin, surfaktanlarin bulunmasi, inkiibasyon sicakligi

ve pH’s1, inokiilim seviyesi ve kaynagi ve oksijen miktar1 gibi biiylime kosullari lipaz
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sentezini etkileyebilmektedir (Hasan ve ark, 2009). Shelley (1987), lipaz-pozitif bir
bakterinin belirlenebilmesi i¢in ii¢ faktoriin birlikte bulunmasi gerektigini sdylemistir: (1)
organizma tiremeli; (2) organizma genel biiyiime kosullar altinda lipaz iiretmeli veya ortama

salmal1 ve (3) aktivite tayini i¢in kullanilan metot yeterli hassasiyette olmali (Hasan ve ark,

2009).

1.9. Lipazlarin Saflastirilmasi

Woolley ve Peterson (1994), pek ¢ok lipazin pH, sicaklik, metal iyonlar1 ve selatlayici
ajanlar karsisindaki aktivite ve stabiliteleri gz Oniine alinarak genis dlgiide saflastirilip
karakterize edildiklerini bildirmislerdir. Arastiricilar, kullanilan saflastirma metotlarinin
genellikle presipitasyon, hidrofobik etkilesim kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi
ve iyon degisim kromatografisi gibi spesifik olmayan teknikler oldugunu fakat bazi
durumlarda saflastirma adimlarinin sayisini azaltmak icin afinite kromatografisinden
yararlanildigin1 - bildirmislerdir (Sharma ve ark, 2001). Mikrobiyal lipazlarin ¢ogu
ekstraseliilerdir ve fermentasyon isleminden sonra hiicreler kiiltiir stvisindan santrifiijle veya
filtrasyonla uzaklastirilir. Daha sonra Kkiiltiir sivist ultrafiltrasyon, amonyum siilfat
coktirmesi veya organik ¢oziiciilerle ekstraksiyon islemlerinden biriyle konsantre edilir
(Saxena ve ark, 2003). Eger enzim hiicre i¢i ise bu defa hiicreler santrifiijle kiiltiir sivisindan
ayrilir ve tekrar tamponda ¢oziilerek pargalanir. Hiicrelerin pargalanmasinda sonikasyon
veya French pres gibi fiziksel yontemler kullanilabilecegi gibi enzimler (bakteriler igin
lizozim ve mayalar i¢in zimoliyaz) veya ¢esitli kimyasallarin (safra tuzu, SDS ve Triton gibi
deterjanlar) kullanildigi kimyasal yontemler de kullanilabilir (Metin, 2007). Hiicreler
parcalandiktan sonra santrifiijle hiicre atiklar1 uzaklastirilir ve slipernatant enzim kaynagi

olarak kullanilir.

Saflagtirma islemlerinin yaklasik % 80’inde ilk olarak coktiirme islemi yapilir.
Coktiirme islemlerinin % 60’1nda amonyum siilfat ve % 35’inde etanol, aseton veya bir asit
(genellikle hidroklorik asit) kullanilir. Aires-Barros ve ark (1994), diger tekniklerle
karsilastirildiginda ¢oktiirme yontemlerinde genellikle yiiksek bir ortalama verim (% 87)
elde edildigini bildirmislerdir (Saxena ve ark, 2003). Coktirme islemini c¢esitli
kromatografik yontemler izlemektedir. Cogu zaman istenilen saflagtirma diizeyine ulasmak

icin tek bir kromatografik basamak yeterli degildir ve birka¢ kromatografi adimi1 ard arda
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kullanilir. Lipazlarin saflastirilmasinda, iyon degisim kromatografisi en ¢ok kullanilan
kromatografik yontemdir; saflagtirma islemlerinin % 67’sinde kullanilmislardir ve bunlarin
% 29’unda birden ¢ok kez kullanilmiglardir. En ¢ok kullanilan iyon degistiriciler, bir anyon
degistirici olan dietilaminoetil (DEAE) (% 58) grubu ve bir katyon degistirici olan
karboksimetil (CM) (% 20) grubudur. Jel filtrasyon kromatografisi en ¢ok kullanilan ikinci
saflagtirma yontemidir; saflastirma islemlerinin % 60°inda kullanilmislardir ve bunlarin %
22’sinde birden ¢ok kez kullanilmiglardir. Afinite kromatografisi saflagtirma islemlerinin %
27’sinde, hidrofobik etkilesim kromatografisi ise % 18’inde kullanilmistir. Hidrofobik
etkilesim kromatografisinde en ¢ok kullanilan hidrofobik adsorbenler oktil veya fenil
fonksiyonel grubuna sahip olanlardir (Saxena ve ark, 2003). Aires-Barros ve ark (1994), bir
proteini, % 30 verimle ve 320 katlik bir saflastirma katsayisi ile saflagtirmak i¢in dort veya
bes tane saflagtirma adimmin gerekli oldugunu bildirmislerdir. Bu degerleri her bir
saflagtirma planindan elde edilen verimlerin ve saflastirma katsayilarinin ortalamalarindan
elde etmislerdir (Saxena ve ark, 2003). Lipaz saflastirmasinin alisilmis islemleri oldukca gii¢

ve zaman alici olabilmektedir ve sonugta oldukga diisiik bir verim elde edilebilmektedir.

Lipazlarin saflastirllmasinda son zamanlarda bazi yeni saflastirma teknolojileri
uygulanmaktadir. Bunlar arasinda, membran islemleri, immiino saflastirma, durgun faz
olarak epoksi baglanmig ligand ve sefaroza immobilize edilmis polietilen glikolin
kullanildig1 hidrofobik etkilesim kromatografisi ve siv1 iki-faz sistemleri sayilabilir (Saxena

ve ark, 2003).

1.10. Lipazlarin Endiistriyel Kullanim Alanlari

Giiniimiizde yaklasik olarak 4000 enzim bilinmekte olup, bunlardan 200’1 ticari olarak
kullanilmaktadir (Sharma ve ark, 2001). Bu ticari enzimler icerisinde % 3 pazar payina sahip
olan lipazlar, hem sulu hem de susuz ¢ozlcu sistemlerinde aktivite gosterdikleri icin (Gupta
ve ark, 2004; Nie ve ark, 2006), endiistride ve tip alaninda 6nemli bir yere sahiptirler
(Bjokling ve ark, 1991). Bu enzimlerin lipit igeren atik sularin enzimatik degradasyonu,
organik sentez, deterjan formiilasyonu, biyosurfektanlarin sentezi, oleokimyasal endiistri,
stit enddistrisi, agrokimyasal endiistri, kagit yapimi, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ila¢
prosesinde umut verici uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Lipaz teknolojisindeki

gelismelerle birlikte yeni bilesiklerin sentezi i¢in de bu enzimlerin kullanimlar1 hizla
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artmaktadir (Ghosh ve ark, 1996; Sharma ve ark, 2001). Mikrobiyal lipazlarin, biyosensor
olarak kullanilmalar1 ise yeni bir alan olarak tim it vaat etmektedir (Whiteve White 1997;

Kazlauskas ve Bornscheuer 1998; Schmid ve Verger 1998).

1.10.1. Gida Endiistrisinde Lipazlar

Gida endiistrisinde lipazlarin 6nemli bir kismi lipitlerin 6zellikle bitkisel ve hayvansal
yaglarin biyokatalizinde rol oynarlar (MacRae ve Staines, 1994 ; McGee, 1986). Depolama
sirasinda lipit fraksiyonunda olan en 6nemli degisiklerden biri de bu iiriinlerin karakteristik
lezzeti icin ¢ok Onemli olan serbest yag asitleri tutularak lipazlar ile katalizlenmis
trigliseritlerin hidrolizidir (Langrand ve ark, 1990). Aksitakdirde trigliseritin istenilen
fonksiyonel grubu, kontrollii ester yer degistirme reaksiyonlar1 ve esterifikasyon ile

cikarilabilir veya yer degistirilebilir.

Lezzet ve glizel kokuca zengin dondurmalar modern yasamda biiylik bir pazara
sahiptir. Dondurmada kullanilan kisa veya orta zincirli yag asitleri iceren lezzetli esterleri
tiretmek i¢in birgok bilim adami tarafindan arastirilmistir (Langrand ve ark, 1990 ;Takahata
ve ark, 1993). Bununla birlikte, ¢oziiciisiiz sistemlerde tiretilen lezzet bilesikleri leziz krema
yapmak icin givenilir avantajlara (Urunler kirlilik olarak c¢ozlci icermezler) sahiptirler
(Oguntimein, 1994). Ester degistirme reaksiyonlari istenilen lezzetli esterleri elde etmek i¢in

guinimuzde kullanilmaktadir (McCrae ve ark, 1990).

1.10.2. Deterjan Endustrisinde Lipazlar

Lipazlarin en Onemli ticari uygulamalarinin basinda g¢amasir deterjanlarindaki
kullanimlar1  gelmektedir. Toplam lipaz satisinin % 32’sini  deterjan enzimleri
olusturmaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998 ; Akkus 2006).Enzimler deterjanlardaki istenmeyen
kimyasallarin azaltilmasin1 saglar ve =zararli kalintt birakmadan biyolojik olarak
ayristirilabilirler. Ayrica daha diisiik yikama sicakligini saglayarak enerji tasarrufuna katkida
bulunurlar (Karaca, 2006). Lipazlarin yaglari hidrolizleme yeteneklerinden dolayz,
endiistride ve evlerde kullanilan deterjanlarda ilave katki maddesi olarak biiyiik bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Sert yikama kosullarina dayanikliligi, farkli kompozisyonundaki

yaglar1 hidroliz etme yetenegi ve zarar verici yiizey aktif maddelere dayanabilme yetenegi
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deterjan endiistrisinde aranan Ozelliklerdir. Ayrica deterjan uygulamalarina lipazlar yaninda

selulaz, amilaz, proteazlarda katkida bulunurlar (Pandey ve ark. 1999).

1.10.3. Deri Endustrisinde Lipazlar

Deri iiretimindeki post ve deri isleme islemi gelenekseldir. Deri isleme, deri alti
yaglarinin kaldirilmasi, killarin ayiklanmasi ve doldurma islemlerini gerektirir. Proteazlar
gibi diger hidrolitik enzimlerle birlikte lipazlarida iceren bir enzim karisimi deri islemede

kullanilir (Pandey ve ark, 1999, Karaca, 2006).

1.10.4. Kagit Hamuru Ve Kagit Endiistrisinde Lipazlar

Kagit endiistrisinde iiretilen kagit hamurundan katrani ayirmakta lipaz kullanilir.
Katran, kagit hamuru ve kagit iiretiminde ciddi sorunlara sebep olan trigliseridler ve
balmumu olarak adlandirilan agacin hidrofobik bilesenlerini tanimlamak ig¢in kullanilir.
Agacin hidrofobik icerigi olarak tanimlanan ‘pitch’ (trigliseritler ve mumlar), kagit hamuru
yapiminda sorun yaratmaktadir. Lipazlar kagit yapimi i¢in kullanilan k&git hamurundan

belirtilen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir (Y1lmaz,2010)

1.10.5. Biyodizel Uretiminde Lipazlar

Petrol rezervlerinin kritik boyuta ulagmasi, ¢alismalar1 ister istemez yeni enerji
kaynaklar1 yoniine ¢evirmistir. Bu ¢erceve igerisinde alkil esterlere yani biyodizele olan ilgi
de artmis ve bu konuda bir¢ok yeni arastirmalar yapilmistir. Biyodizel, toksik olmayan,
biyobozulur ve yenilenebilir bir enerji kaynagidir. Ayrica, eksoz emisyonu ve CO, CO2, SOx
gibi sera etkisi yaratan gazlarin diisiik oranda olmasi diger avantajlar1 arasindadir. Alkil
esterlerin konvansiyonel sentezi, kimyasal transesterifikasyonla kisa siirelerde ve yiiksek
verimle elde edilmesine ragmen, ortamda su bulunmasi durumunda kullanilan substratin
onceden islenmesini gerektirmektedir. Katalizériin ve reaksiyon sonrasi acia c¢ikan
gliserinin geri kazanimi ve ayrica yiiksek enerji gereksinimi, asit ya da alkali katalizli
proseslerdeki mevcut dezavantajlardir. Biyodizelin petrol kokenli yakitlarin yerine

kullanilabilirligi, biyolojik yollarla biyodizel iiretimi c¢alismalarinin artmasina neden
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olmustur (Shimada ve ark, 1999; Samukawa ve ark, 2000; Ban ve ark, 2001; Matsumoto ve
ark, 2001).

Biyodizel yiiksek oranlarda elde edilmesine ragmen, yiikksek fiyatindan dolayi
kullanimi siirh kalmaktadir. Biyodizel fiyatin1 asagilara ¢ekmek ve kullanimini artirmak
icin, diisiik maliyetli veya atik sayilan substratlarin biyodizel iiretiminde kullanim1 siiphesiz
iyi bir alternatif olabilir. Ozellikle enzimatik yolla biyodizel {iretimi hem diger
konvansiyonel tiretimdeki agir proses sartlarini hafifletecek, hem de tiretilen biyodizelin ve

gliserin gibi yan Urun olarak agiga ¢ikan maddelerin kalitesini artiracaktir.

Lipazlar ¢ift yonlii kataliz 6zelligine sahip olan ve organik ¢oziiciilerin varliginda ve
de yoklugunda reaksiyonu gergeklestirebilen enzimlerdir. Literatiirde lipaz katalizli,
ayciceginden, soya yagindan, karisik bitkisel yaglardan, gres ve donyagindan ve ¢esitli lokal

yaglardan biyodizel ¢aligmalart mevcuttur. (Y1lmaz,2010)



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tripton (Merck V441613949), Yeast ekstrakt (Merck VM175053), NaCl (Merck
K34243404), Etil alkol, Genomik DNA izolasyon Kiti (Promega A1125), Jelden Cikarma
Kiti (Fermentas K0513), EDTA (Merck 84211000), pGEM-T Easy Klonlama Vektori
(Promega A1360), CaCl2 (Aktar Kimya), Commassie Brillant Blue G-250, Commassie
Brillant Blue R-250 (Merck 2C2133453), , Sodyum Asetat (Merck TA867065), K2HPO4
(Merck A678671), KH2PO4 (Merck 567300), Trizma Baz (Sigma T1503), , SDS, Akrilamid
(Sigma AB8887), Bis-akrilamid (Promega), Bromofenol mavisi (Gerbu 080702), B-
merkaptoetanol (Merck 805740), Metanol, Asetik asit (Riedel-dan Haen 27225), Gliserol
(Merck K40789992008), NaH2PO42H20 (Merck K91147745938), MgS04.7H20,Glukoz
(Sigma G7528), Triptofan, MgCI2, EDTA (Sigma ), CaCO3 (Botaforma lab), Amonyum
Sulfat (Merck A734116), Malt Ekstrakt (Merck VM264491106), C4HI2N206,
CuS04.5H20,MgS04-7H20, Fe4(S04)4, CaCl2.2H20, MnS04.H20, Agar (Himedia
RMO026), KMnO4 (Merck), Sodyum Sitrat tribasic dihidrat (Sigma S4641).

2.2. Mikroorganizmalarin Se¢imi

2.2.1. Mikroorganizma ve Kulttr Kosullar

Artvin Yusufeli ilgesi ve Aydin Soke il¢esinde bulunan zeytinyagi fabrikalarindan
alman pirina drnekleri soguk zincir sartlarinda laboratuvara getirilmistir. Iki ayr1 fabrikadan
getirilen pirina ornekleri karigtirllmis ve 1000- 2000 g santirfiij edilmistir ve posasi
uzaklastirtlarak sivi kismi alinmistir. Alinan sivi 6rnek 0,45 pm filtreden gegirilmistir. Filtre

LB agar (izerine koyuldu bir giin 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakilan
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petriler kolonilerden tek koloni segimi yapilmis ve LB agar (zerinde tekrar biylime

brrakilmustir.

2.2.2. Lipaz Aktivitesi Olan Mikroorganizmalarin Se¢imi

2.2.2.1. Lipaz Varhginin Petride Belirlenmesi

Saflastirilan bakterilerden lipaz aktivitesini petride gbzlemlemek icin Rhodamine B ve
substrat olarak zeytinyagi iceren LB agar kullanilmis. 1 mg/ml’lik Rhodamine B ddH20 da
coziilerek hazirlanmis ve filtre ile steril edilmistir. LB siv1 besiyeri ( 5g/1 NaCl, 5 g/ yeast
extract ve 10 g/l tripton) hazirlanarak pH’s1 7,4 e ayarlanmustir. Igerisine substrat olarak
%2,5 w/v olacak sekilde zeytinyagi ilave edilmis ve otoklavda steril edilmistir. Sicakligi
yaklasik 60°C ‘ye diisiince, %0,001 w/vol olacak sekilde filtre ile steril edilen thodamine B
besiyeriye eklenerek iyice karigmasi igin bir siire ¢ok hizli bir sekilde sallayicida
karistirilmistir. Petrilere dokiilerek saflastirilan bakeriler ekim yapilmis ve 48 saat 37 °C

‘de biiytime birakilmistir. 48 saat sonunda petrilere UV 151k altinda bakilmustir.

2.2.2.2. Secilen Mikroorganizmalara Substrat Muamelesi

UV altinda 1s1ma yapan 13 izolattan 3 ml LB siv1 besiyerine gece kiiltiirii atilmagtur.
1000 “lik erlene 500 ml LB siv1 besiyeri eklenmis ve yapilan gece kiiltiiriinden bu besiyeri
uzerine OD’si 0,1 olacak sekilde ekim yapilmistir. 12 saat sonunda %1 zeytin yagi ( ticari)
eklendi ve 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicre soliisyonlar1 8000 g’de 15 dk
boyunca santrifiij edildi . Stipernatantlar ve pelletler ayrilmistir. . Elde edilen pelletler Fosfat
(pH 8) tamponunda ¢oziilerek %70 siddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikator
ile sonike edilmistir. Elde edilen hiicre soliisyonlar1 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrif(j
edilmistir. Her farkli izolata ait olan siipernatant ve pellet kisimlar; siras1 ile 4-nitrofenil —
butirat, 4- nitrofenil-kaprilat, 4- nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil-

palmitat substralari ile muamale edilmistir.
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2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Promega Genomik DNA Izolasyon Kiti kullanilarak
yapilmustir. Lipaz aktitesi belirlenen 13 farkli koloni 3 ml LB besiyerine ekilmis ve 37°C’de
gece boyunca bir sulu galkalayicida inkiibe edilmistir. Biiylimiis olan gece kiiltiirii 13.000
rpm’de 2 dk santrifij edildi ve siipernatant atilmistir. Hucreler 480 pul 50 mM EDTA
icerisinde ¢6zlldi. 120 pl 10 mg/ml lizozim ilave edilmis, hafif¢e pipetleyerek karigtirtlmis
ve 37°C’de 60 dk inkiibe edilmistir. Elde edilen karisim 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmis
ve sipernatant atilmistir. Tpe 600 ul Nuclei Lyzis soliisyonu eklendi ve hafifce pipetle
karistirtlmistir. Karigim 80°C’de 5 dk inkiibe edildi ve oda sicakligina ulastiktan sonra 3 pl
RNase solisyonu eklenmistir. Tiip 2-5 kez alt-list edilmis ve 37°C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. Karisim oda sicakligina ulastiktan sonra 200 pl Protein Precipitation solusyonu
eklenmis ve 20 sn vortekslendikten sonra 5 dk siireyle buza birakilmigtir. 5 dk sonunda
13.000 rpm’de 3 dk santriftj edilmistir. Supernatant icinde 600 pl izopropanol bulunan yeni
bir ependorfa aktarilmistir. Ependorf pelet olusuncaya kadar alt {ist edilmis ve 13.000 rpm’de
2 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant dokiildii ve kurutma kagidi kullanarak tiim siipernatant
stvisinin atildigindan emin olunmustur. Pelletin izerine 600 pl oda sicakliginda % 70°lik
etanol eklendi ve alt Gst edildikten sonra 13.000 rpm’de 2 dk santrifiij edilmistir. Pipetorle
slipernatant uzaklastirilmis ve etanolun tamaminin uzaklagmasi igin mikrosantrifllj tlpd 15
dk 37°C’de bekletilmistir.Pellet Gizerine 100 ul DNA Rehydration soliisyonu eklenmis ve
65°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Genomik DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra, elde

edilen DNA kullanilacagi zaman kadar +4 °C’de saklanmustir.
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2.3.2. 16S rRNA Geninin PCR Yardim ile Artirilmasi

16S rRNA genleri Sambrook ve arkadaslarinin prosediiriine gore izole edilen genomik
DNA’lar UNI16S-L (5’-ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA-3) ileri ve UNI16S-R (
5-ATGGTACCGTGTGACGGGCGGTGTGTA) geri primerleri kullanilarak ~ PCR
yardimiyla ¢ogaltilmigtir. PCR reaksiyon sartlar1 Beffa ve arkadaslarina (1996) gore
olusturulmustur. 12 ng kalip DNA, 5 ul 10X PCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,3
;500mM steril KCI), 1,5mM MgCI2 ,1 U Taq DNA Polimeraz ,0,25 mM ileri primeri,
0,25mM geri primeri, 170mM dATP, 170 dCTP, 170 mM dGTP ve 170 mM dTTP karisimi
steril dH20 ile 50 pl tamamlanmistir. Cogaltma islemi 200 ul’lik tiiplerde ,” Biometr
Personal Cycler ‘da gerceklestirilmistir. Reaksiyon sicakliklar1 ve siireleri ise: Ilk
denatiirasyon basamagi 95 °C de 2 dakika olarak gerceklestirilmis sonra ,36 dongii 94 °C ‘de
1 dakika (denaturasyon igin), 56 °C’de 1 dakika (hibridizisyon icin )ve 72 °C’de 2 dakika
(polimerazasyon igin) seklinde gerceklestirilmistir. Elde edilecak PCR drinlerinin 5 pl’si
%1,1 ‘lik agaroz jelde yiirtitiilmiis ve etidyum bromir boyasi (0,5 pwg/ml) ile boyanmis ve
daha sonra “BioDocAnalyze” sistemiyle goriintiilenmisitr. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmis
16S rRNA genleri, pGEM-T Esay Klonlama Kiti kullanilarak, pPGEM-T Esay Klonlama
vektoriine firmanin 6ngordiigii konstrasyonlar ve sartlar gerceklestirlerek klonlanmistir.
Klonlama sonucunda olusan rekombinat plazmitler, Maniatis ve arkadaslarinin (1982)
gelistirdigi plazmit izolasyon yontemine gore izole edilmistir. Daha sonra izole edilen bu
plazmitlerin hangilerinin istenilen pargay1 tasidigi belirlenecek ve dogrulugu teyit edilen
klonlarin baz dizi analizi,baz dizini otomatik dizi analizatdrleri araciligla (Macrogen
,Hollanda) belirlenmistir. Elde edilecek yaklasik 1400 bp uzunlugundaki 16S rRNA dizileri
Gen Bankasinda var olan diger bakteriyel dizilerle karsilastirilar aralarindaki benzerlik

oranlar1 ortaya ¢ikarilmistir. Cins seviyesinde izolatlarin siniflandirilmasi saglanmistir.
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2.4. Biyokimyasal Calismalar

2.4.1. Lipazin Ekstraksiyonu

Segilen izolattan 3 ml LB s1v1 besiyerine gece kiiltiirii atilmistir. 1000 “lik erlene 500
ml LB siv1 besiyeri eklenmis ve yapilan gece kiiltiirlinden bu besiyeri iizerine OD’si 0,1
olacak sekilde ekim yapilmistir. 12 saat sonunda %1 zeytin yagi ( ticari) eklenmis ve 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen hiicre sollisyonu 8000 g’de 15 dk boyunca santrifiij
edilmistir. Siipernatant kisim atilmig ve elde edilen pellet Fosfat (pH 8) tamponunda
¢oziilerek %70 siddetinde, 0,6 devirde 5 dk Sartorius Labsonic sonikatdr ile sonike
edilmistir. Elde edilen hiicre soliisyonu 14800 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Elde edilen slpernatant kontrol olarak enzim aktivitesi yapilmigs ve protein SDS

poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiilerek tespit edilmistir.

2.4.2. Lipaz Akktivitesinin Arastirilmasi

Enzim aktivitesinin spektrofotometrede tayini igin substrat ¢ozeltisi; 1:4:95 (v/viv)
oraninda olacak sekilde sirasiyla; asetonitrilde ¢o6ziilmiis PNPB, etanol, tampon
bilesenlerinden hazirlanmistir. Rutin ¢alismalarda Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy
System cihazinda kor olarak; 900 ul substrat ¢ozeltisi ve 300 pul 50 mM Fosfat (pH 8)
tamponu, numune olarak 900 ul substrat ¢ozeltisi, 250 ul 50 mM Fosfat (pH 8) tamponu ve
50 pl enzim kullanilarak 405 nm de olgtimleri yapilmistir (Lee ve ark, 1999).Reaksiyonun
gergeklestirildigi tiim kosullar (reaksiyon sicaklifi, reaksiyon pH’s1, enzim miktar1) enzim

karekterize edildik¢e yeniden diizenlenmistir.
2.4.3. Lipaz Varhgimmin SDS PAGE ile Teyit Edilmesi
Protein jel elektroforezleri Hoeffer SE 600 marka elektroforezde % 12’lik jel

kullanilarak 15 mA’lik akim altinda gergeklestirilmistir. Secilen izolatin lipazinin molekiiler

agirhigini hesaplamak ve safligini kontrol etmek amaciyla saflagtirilan enzim, molekiiler
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agirhigr belli olan bir protein markir1 ile SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yurutilerek
belirlenmistir. Her bir 6rnekten 50 ug protein kullanilarak yiiriitiilmiistiir. Her bir 6rnek
tizerlerine esit miktarlarda muamele (0,15 M Tris-HCI pH 6,8; % 4 SDS; %20 Gliserol; % 6
-merkaptoetanol) tamponu ilave edilmistir ve sonrasinda 95°C’de 4 dakika bekletilerek
Maniatis ve arkadaglar1 (1982) tarafindan tanimlanan %12’lik sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jeline (SDS-PAGE) yiiklenmis ve 15 mA akim altinda, yiiriitme boyas1 jelden
cikana kadar yliriitiilmiistiir. Yiiritme islemi sonrasinda jel, Commasie Brillant Blue (%
0,125 Commasie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit) boyasi ile 1 saat
boyandi ve hemen ardindan 1. yikama soliisyonunda (%50 Metanol, %10 Asetik asit %40
ddH20) 1 saat bekletilmistir. Daha sonra 2. yikama solusyonunda ( %7 asetik asit ve %5
metanol) bantlar belirginlesinceye kadar bekletildikten sonra bilgisayar tarayicisi ile

fotograflanmistir.

2.4.4. Lipaz Aktitesinin SDS PAGE ile Teyit Edilmesi

Enzim SDS PAGE’de lipaz aktivitesinin tayini igin %12 ‘lik native jel kullanilmustir.
Enzim muamele tamponu eklendikten sonra 1sitmadan veya herhangi bir islem yapilmadan
direk jele yiiklenmistir. Ydrittiikten sonra ayri ayr1 hazirlanmis soliisyon A ve solusyon B
karistirtlip bu jel karigimda, koyu kahverengi —kirmizimsi bantlar olusuncaya kadar

beklenmistir.

2.5. Lipazin Saflastiriimasi

2.5.1. Amonyum Sulfat Cokttrmesi

Hazirlanan hiicre i¢i enzim 6ziitii ilk olarak amonyum siilfat ¢oktiirmesine tabi tutuldu.
Bu enzim 6ziitii (20 ml) 100 ml ‘lik bir beher igerisine aktarilarak buz dolu bir kap igerisinde
manyetik karistirict lizerine konulmustur. Enzim 6zitd %40, %50 ,%60,%60, %70
amonyum siilfat ile doyuruldu. Bu yiizdelerdeki amonyum siilfat miktarlar1 asagidaki

denkleme gore hesaplanmuistir.
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1,77 xV x (S2-S1)
% (NH4)2S04 =

3,94-S2

V= Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S1= 1’in kesri olarak amonyum siilfat doygunlugu

S2 = 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Her seferinde gereken amonyum siilfat miktar1 olduk¢a yavas bir sekilde enzim
Oziitline azar azar eklenmis ve eklendikten sonra 1 saat boyunca karismaya birakilmistir.
Ardindan 9.000 rpm de 10 dakika santirfiij edilerek pellet ayrilmistir. Ayrilan pellet 50 mM
Fosfat (pH 8) tamponunda ¢oziilmiistiir. Stipernatant ile diger doygunluk yiizdeleri i¢in ayni

sekilde calismaya devam edilmistir.

2.5.2. Coken Enzimlerde Spektrofotometrik Olarak Lipaz Aktivitesinin Tayini

Amonyum siilfatin, aktivite tayinin de kullanilan substrat ¢ozeltisi ile reaksiyona
girdigi fark edildiginden dolayir lipazin hangi amonyum siilfat doygunluk yilizdesinde
coktiigiinii tespit etmek i¢in, her bir doygunluk yiizdesinde ¢okerek ayrilan enzimler diyaliz

edilmistir Spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi veren enzimler se¢ilmistir.

2.5.3. Iyon Degisimi Kromatografisi

Iyon Degisimi Kromatografisi i¢in 50 cm uzunlugundaki ve 1,5 cm ¢apindaki bir kolon
kullanilmistir. Bu ¢alismada kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan DEAE-
Sepharose kullanilmistir. Hareketli faz olarak 20 mM Fosfat (pH 8) tamponu kullanilmistir.
Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tim tamponlarin gazi bir vakum pompasinda
alinmig ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde doldurulmustur.
Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM Fosfat (pH 8) tamponu ile dengeye

getirilmistir. OzUt kolondan gecirilerek icerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu
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malzemesine baglanmalar1 saglanmistir. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon
gecirilerek kolona tutunmayan proteinler uzaklastirilmistir. Daha sonra kolonun tuz (NaCl)
igerigi 0 molardan 0,6 molara kadar ¢ikarildi. Bunun i¢in 200 ml’lik NaCl gradient koprisi
kullanilmitir. Tamponun akis hizi 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan fraksiyonlar
cam tlpler icerinde 3,5 ml olacak sekilde toplanmustir. Iyon degisimi grafiginden
kullanilmak tizere, elde edilen tiim tiiplerde spektrofotometrik olarak 405 nm’de protein
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Diger taraftan tiim tiiplerde lipaz taramasi yapilarak aktivite
veren tiiplerde yine iyon degisimi grafiginde kullanilmak {izere iinite hesab1 yapilmistir. En
fazla enzim bulunduran tiipler secilerek birlestirildi ve SDS-PAGE’de safligi kontrol

edilmistir.

2.5.4 Protein Konsantrasyonu Tayini

Protein konsantrasyonu tayini Bradford’un (1976) yilinda gelistirdigi yonteme gore
yapilmistir. 1000 ml boya solusyonu hazirlanirken 100 mg Commassie Brillant Blue G-250
boyasi dnce 50 ml % 95°lik etanol iginde iyice ¢oziilerek, tizerine 100 ml %85’lik fosforik
asit eklenmistir. Daha sonra olusan karigim saf su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan
¢ozelti karanlik bir yerde filtre kagidi ile filtre edilmistir. Bu boya ile ilk olarak BSA (Bovin
Serum Albumin) kullanilarak 595 nm dalga boyunda protein konsantrasyonu standardi
grafigi olusturulmustur. Standart grafik icin 12, 4, 6,10, 15, 20, 40, 60, 80 pg BSA iceren
cozeltiler 0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlanmistir. Her bir 6rnegin tizerine 3 ml hazirlanan
boyadan eklenmistir. Protein ve boya karisimlar1 vortekslendi ve oda sicakliginda 15 dk
bekletildi. Standart grafik olusturulduktan sonra, orneklerin 6l¢iimii yapilirken degisik
miktarlarda 6rnek 0,15 m NaCl ile 100 pl’ye tamamlandi ve lizerine 3 ml boya eklenmistir
Protein ve boya karisimi vortekslendikten sonra oda sicakliginda 15 dk bekletilmistir. Siire
sonunda standart grafigin yiiklendigi Agilent 8453E UV-visible Spectroscopy System cihazi
kullanilarak 595 nm’de Olglimler yapilmig ve protein konsantrasyonu pg/pl cinsinden

hesaplanmustir.
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2.6. Lipazin Karakterizasyonu

2.6.1. Optimum Sicakhk

Secilen izolatin lipazinin en iyi ¢alistigi optimum sicaklik degeri25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60 °C’ye ayarlanmis 1sitict blokta gergeklestirilen bir seri reaksiyonlar ile
belirlenmistir. Bu reaksiyon serisinde enzimin en iyi ¢alisti1 sicaklik degeri daha sonraki

caligmalarda kullanilacak olan reaksiyon sicakligi olarak belirlenmistir.

2.6.2. Optimum pH

Segilen izolatin lipazinin aktivitesine pH’ nin etkisinde, 50 mM fosfat tamponu (pH 5-
8), 50 mM glisin tamponu (pH 9- 10 ) kullanildi. Reaksiyonlar belirlenen optimum sicaklik
degerinde gerceklestirldi. Gozlenen optimum pH aktivite degeri daha sonra yapilacak olan

kinetik parametrelerin belirlenmesi gibi ¢alismalarda reaksiyon pH’s1 olarak kullanilmustir.

2.6.3. pH Kararhhg

Segilen izolatin lipazinin pH kararlilig1 belirlemek i¢in enzim, pH’s1 5 — 8 olan 50
mM fosfat tamponunda pH’s1 9-10 olan glisin tamponlarinda, optimum sicaklikta 1 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta pNPB ile 20

dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6lgiilerek enzimin en kararli oldugu pH degeri belirlendi.

2.6.4. Isil Kararhihg

Segilen izolatin lipazinin kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in 30 dakika 50 mM
Fosfat (pH 8) tamponunda, 4,25,30,37 ve 45°C ‘de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda
kalan aktivite; optimum pH ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda
olguldu.
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2.6.5. Metal Iyon Etkisi

Bacillus sp. L1S izolatmin lipazinin aktivitesi {izerine metal iyonlarinin etkisi; Mg*?,
Li, Ca*?, K, Zn*? ve Co*? metal iyonlarmin kloriir tuzlari ile gerceklestirilmistir. Enzim, ilave
edilen 1 mM metal iyonlariyla 30 dakika inkiibe edilmistir. Bekletilen enzimlerle para-
nitrofenilbutirat substrat olarak kullanilarak aktivite bakildi. Enzimin metalsiz hali 100 kabul

edilerek metal igeren enzimlerin % kalan aktivitesi hesaplanmustir.

2.6.6. Inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim AKktivitesi Uzerine Etkisinin incelenmesi

Deterjan ve organik ¢ozlctlerin Bacillus sp. L1S izolatinin lipazinin aktivitesi {izerine
etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/v) DMSO, [3- merkaptoetanol, twen 20 etanol,
izopropanol,tripton 10X, 5 mM EDTA, %0,1 (v/v) SDS icerecek sekilde 50 mM Tris-HCI
(pH 8) tamponunda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum
pH ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda oOlgiildii. Enzimin
kimyasallar1 igermeyen hali 100 kabul edilerek kimyasallar1 iceren enzimin % kalan

aktivitesi hesaplandi.

2.6.7. Lipazin Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi

Bacillus sp L1S izolatinin kinetik verileri, degisik substrat konsantrasyonlar ile
gerceklestirilen seri reaksiyonlar ile belirlenmistir. Michaelis-Menten sabiti (Km) ve
maksimum hiz (Vmax) degerleri hazirlanan Lineweaver—Burk grafiginde, x ve y eksenleri
kestigi noktalara karsilik gelen degerlerin tersi olarak belirlenmistir.(Lineweaver ve Burk,

1934). Km ve Vmax degerleri OriginPro8.1 programiyla hesaplanmistir.



3.BULGULAR

3.1. Mikroorganizma Se¢imi

LB besiyerine 1 mg/ml’lik Rhodamine B eklenen petrilere ekim yapilmistur. Deneyde
kontrol olarak lipaz negatif E.coli BL21 susu kullanilmigtir. 1 guinluk bir inkiibasyon suresi
sonunda E.coli BL21 susunun lipaz aktivitesi gostermedigi aktivite gosteren koloniler UV’
nin altinda turuncu renk vermekte, aktivite géstermeyenler pembe goriindiigli bilinmektedir.
13 farkli koloni UV altinda turuncu 1sima yapildig1r goriilmiistiir. Isima yapan koloniler
%1’lik zeytinyag: (ticari) igeren LB igerisinde 3 giin inkiibe edilmistir. 13 farkli susun
slipernatant ve pellet kisimlari sirasi ile 4-nitrofenil — butirat, 4- nitrofenil-kaprilat, 4-
nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil- palmitat substralari ile muamale
edilmisitr. Hiicre ici ve hiicre dis1 aktivitelerine bakilmistir. Biz bu ¢alismada L1S izolatini
sectik. L1S 1zolatt UV 1s1k altinda bir gilinliik inkiibasyonun ardindan turuncu renk

gozlenmistir.

3.2. 16S rRNA Geninin Benzerlik Degerlendirilmesi

UV altinda 151ma yapan 13 farkli susa 16S rRNA ve PCR yapilmistir.16S rRNA dizin
analizi sonuglarina gore elde edilen izolatlarin; L1S Bacillus sp. , L2 Bacillus sp. ,L.3
Bacillus sp., L5 Bacillus sp., L6 Bacillussp., L7 Bacillus sp., L8 Bacillus sp. , L9 Bacillus
sp., L10 Bacillus sp ,L11 Bacillus sp. ,L12 Bacillus sp. , L13 Bacillus sp. ,L15 Bacillus sp.
‘dir. L1S bakterisinin benzerligi asagidaki tabloda verilmistir ( Tablo3) (EK1).
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Tablo 3. L1S izolatinin 16S rRNA benzerlik yiizdeleri

Benzerlik Yizde (%)
Bacillus subtilis subsp. /naquosorum %99,80
Bacillus tequilensis %99,80
Bacillus mojavensis %99,70
Bacillus subtilis subsp. Subtilis %99,70
Bacillus subtilis subsp. Spizizenii %99,70
Bacillus atrophaeus %99,59
Bacillus siamensis %99,39
Bacillus methylotrophicus 9099,36
Bacillus vallismortis 299,29
Bacillus vanillea 298,79
Bacillus licheniformis 298,08

3.3. Lipazin SDS PAGE ile Varhiginin Belirlenmesi

Bacillus sp. izolat1 24 ,48 ,72 saat bliyiimeye birakildi. Kiiltiir ¢okiitiiriildii ve hlicreler
sonikatorle patlatilmistir. Enzimler hiicre disina alinmis ve alinan 6rnekler %12’ilk SDS jel

elektroforezinde goriintiilenmistir.

3.4. Lipazin Aktitesini Zimogram ile Varhginin Belirlenmesi

Zimogram jeli hazirland1 ve hazirlanan &rnekler jelde yiiriitiilmiistiir. Jel Uzerine

Soliisyon A ve B eklendi bir saat inkiibasyon sonunda kahverengi bant olusumu goériilmiistiir
(Sekil 8).
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Lipa

Sekil 8 . Bacillus sp L1S izolatinin hiicre i¢i lipazin Native Jel
GOorintast

3.5. Amonyum Sulfat Cokttrulmesi

Yapilan % 40, 50, 60, 70 ‘lik ¢oktiirmeler yapildi. Daha sonra yapilan orneklere
spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi bakildi. % 40 ve %50 ‘lik ¢Oktirmelerde aktivite

goralda.

3.6. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi ve Jel Goriintiisii

Amonyum siilfat ¢oktiirme sonucunda alinan 100 pl enzim kolona yiklendi ve 70 tip
elde edildi. Elde edilen tiiplere aktivite bakildi ve 55. tiipte aktivite tespit edildi. Ornek SDS
jel elektroforezine protein markeri ile yiiklendi ve Lipazin agirhigimnin yaklasik 27 ~ kDa

olarak tespit edildi (Sekil 9).
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Sekil 9. Saflastirilmis Bacillus sp. L1S izolatinin hiicre igi lipazinin
SDS PAGE analizi 1. Saf lipaz 2. Marker

3.7. Lipazin Karakterizasyonu

3.7.1. Optimum Sicakhk

Bacillus sp. lipazinin 25, 30, 40, 50, 55, 60°C’de aktivitesi Olgiilerek enzimin
caligmasina sicakligin etkisi arastirildi ve sicaklik-aktivite grafigi olusturularak enzimin
optimum sicakligr 45°C olarak belirlendi, sonraki deneylerde reaksiyonlar bu sicaklikta

gerceklestirildi (Sekil 10).
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Sekil 10. Bacillus sp. L1S izolatina ait Lipazin Optimum Sicaklik Grafigi
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3.7.2. Optimum pH

Bacillus sp. pH’nin lipaz aktivitesi {izerine etkisi pH 5-10 araligindaki tamponlarda
gergeklestirilen bir seri reaksiyon ile incelendi. Elde edilen aktivite dlglimlerine gore pH-
Aktivite grafigi olusturuldu. Sekil *da da goriildiigii tizere lipaz aktivitesi en yliksek pH 8’de
gozlendi (Sekil 11).
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Bagil Aktivite(%)
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Sekil 11. Bacillus sp L1S izolatina ait lipazin optimum pH grafigi

3.7.3. Isil Kararhhg:

Bacillus sp. lipazinin kararliligina 1sinin etkisini incelemek i¢in enzim, 4 °C, 25 °C,
30 °C, 37 °C, 45°C ‘de inkibe edildi. inkiibasyon boyunca belitli zaman araliklarinda
tiiplerden alinan 6rneklerde kalan aktivite, optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine
gore Olciildii. Deney baslangicinda yani sifirinci dakikada tiiplerden alinan 6rneklerin
aktivitesi ile istenilen zamanlarda alinan Orneklerdeki aktiviteler kiyaslanarak bir 1sil

kararlilig: grafigi cizildi (Sekil 12).
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Sekil 12. Bacillus sp L1S izolatinin lipazina ait 1s1l karalilik grafigi

Lipazin 1s1l kararlilik grafigine bakildiginda 4°C iki gline kadar kararlig: oldugu ,
25,30,37 °C’de ise bu kararlilig1 38 saate kadar korudugu gozlendi. Optimum sicakligi olan
45°C “de ise 240. Dakikada aktivitesinin %20’lere distiigii gozlendi.

3.7.4. pH Kararhhg

Lipazin pH kararliligin1 belirlemek amaciyla enzim pH’s1 5,0 - 8,0olan 50 mM fosfat
tamponlarinda, ve pH ‘19,0 -10,0 olan 50 mM glisin tamponularinda enzimin en iyi ¢alistig
optimum sicaklikta 360 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite;
optimum pH ve sicaklikta standart aktivite testine gore Olclilerek enzimin en kararli oldugu
pH’nin, optimum pH’s1 olan 7 ve pH ‘17,5 yakin olan pH degerleri oldugu goriildii. pH 10,0
ve 5’de ilk 60 dakikada enzim aktivitesinde 6nemli bir diisiis oldugu belirlendi (Sekil 13).
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Sekil 13. Bacillus sp L1S izolatinin lipazina ait pH kararlilik grafigi

2.6.5. Metal Iyon Etkisi

Bacillus sp. L1S izolatinin lipazinin aktivitesi {izerine metal iyonlarmin etkisi; Mg*?,
Li, Ca*?, K, Zn*? ve Co*? metal iyonlarmin kloriir tuzlari ile gerceklestirilmistir. Enzim, ilave
edilen 1 mM metal iyonlariyla 30 dakika inkiibe edilmistir. Bekletilen enzimlerle para-

nitrofenilbutirat substrat olarak kullanilarak aktivite bakilmistir.(Sekil 14)
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Sekil 14. Bacillus sp. L1S izolatina ait lipazin metal iyon etkisi grafigi
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Inkiibasyon sonucunda Bacillus sp. L1S izolatimn Mg*?, Li, Ca*?, Kve Co*? metal
iyonlarinin kloriir tuzlarinin enzimin aktivitesini % 40 oraninda artirdig1 gozlemlenmistir.

Zn*? metal tuzunun lipazin iizerine herhangi bir aktivite degisimi olmadig1 gézlemlenmistir.

3.6.6. inhibitor ve Aktivatorlerin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin incelenmesi

Deterjan ve organik ¢ozlculerin Bacillus sp. L1S izolatinin lipazinin aktivitesi {izerine
etkileri incelendi. Enzim, 30 dk, % 1 (v/v) DMSO, - merkaptoetanol, twen 20 etanol,
izopropanol, tripton 10X, 5 mM EDTA, %0,1 (v/v) SDS igerecek sekilde 50 mM Tris-HCI
(pH 8) tamponunda 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda kalan aktivite; optimum
pH ve sicaklikta pNPB ile 20 dakikalik bir reaksiyon sonucunda 6l¢iilmiistiir. Enzimin
kimyasallar1 icermeyen hali 100 kabul edilerek kimyasallar1 iceren enzimin % kalan

aktivitesi hesaplanmistir (Sekil 15).
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Sekil 15. Bacillus sp. L1S izolatina ait lipazin inhibitor ve aktivitor etkisi
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3.6.7. Lipazin Km ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi

Bacillus sp. L1S izolatinin lipazinin substrat olarak p-nitrofenilbutirat varliginda substrat-
aktivite grafigi cizilerek enzimin basit Michaelis- Menten kinetigine uydugu tespit edildi. Substrat
olan p-nitrofenilbutirat icin cizilen Lineweaver-Burk egrilerinin olusturdugu dogrunun x-eksenini
kestigi nokta -1/ Kpn’ye esitlenerek Ky degeri 0,11 mM y-eksenini kestigi nokta ise 1/ Vimax’a
esitlenerek Vmax degeri 24,85 pmol/dk/mg olarak hesaplandi (Sekil 16).

Aktivite (umol/dk)

0,0 ' 0:2 ' 0,4
Substrat (mM)

Sekil 16. Bacillus sp. L1S izolatinin lipazina ait Michaelis- Menten grafigi



4. TARTISMA

Yapilan bu ¢alisma ile Artvin Yusufeli ve Aydin’in Soke ilgesinden alinan Zeytinyagi
kat1 atigindan (pirina) lipaz aktivitesi gosteren mikroorganizmalar aranmistir. Rhodamine
B ve substrat olarak zeytinyagr igeren LB agar igeren petirlere ekim yapilan
mikroorganizmalardan UV altinda 1s1ma yapan 13 farkli sus segilmistir. Secilen suslari
%1°1ik yag i¢cerem LB besiyerinde biiyiitiilmiis ve her bir izolatin hem hiicre i¢i hem hiicre
disinda ile 4-nitrofenil — butirat, 4- nitrofenil-kaprilat, 4- nitrofenil-laurat, 4- nitrofenil-
miristat,4- nitrofenil- palmitat substralar1 ile muamale edilmis ve suslar 16S rRNA analizi
yapilmistir. UV altinda 1 giinde 1s51ma yapan ve C16 substartini pargalayan Bacillus sp L1S
susu se¢ilmistir. L1S susundan lipaz enzimi tiretilmis, saflastirilmis ve karakterize edilmistir.

Lipazlar (triasilgliserol asilhidrolazlari; EC 3.1.1.3) yag-su interfazi iizerinden
trigliseridlerin gliserol ve serbest yag asitlerine hidrolizini katalizleyen bir ¢esit hidroliz
smifidir. Ayrica, lipazlar esterlerin sentezinin yani sira diger esterlerin hidrolizini ve
transesterlesmesini katalizlerler ve enantioselektif 6zellikler gosterirler. Lipazlarin ¢ok
spesifik kimyasal transformasyon gerceklestirme yetenegi onlara gida,deterjan, kozmetik,
organik sentez ve ilag endiistrisinde gittik¢e artan bir popiilarite kazandirmistir (Park ve ark,
2005; Gupta ve ark, 2007; Grbavcic ve ark, 2007; Franken ve ark, 2009). Lipazlar pek ¢ok
lipid teknolojisi  biyoendiistrisine  katkida bulunmak amaciyla basta gelen
biyokatalizérlerden biri olarak 6nem arzetmektedir ve hem in situ lipid metabolizmasi hem
de ex situ kompleks endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadirlar (Joseph ve ark, 2008).
1980’lerden beri mevcut lipaz sayis1 artmaktadir. Bu temel olarak; spesifite, stabilite, pH ve
sicaklik gibi yeni ve spesifik 6zellikleri ile bu biyokatalizorlere olan talebin artmasinin yani
sira, mikroorganizmalardan elde edilen enzimin klonlanmasi ve ekspresyonunda elde edilen
biiyiik basarilarin sonucudur (Bornscheuer ve ark, 2002; Menoncin ve ark, 2009).

Bacillus sp. L1S izolatinin lipazinin aktivitesine hem floresans bir boya olan
Rhodamine B ve =zeytinyagi igeren LB agarda hem de p-nitrofenil batirat ile
spektrofotometrik olarak bakilmistir (Lee, vd. 1999). Lipaz iireten bakteriler petri tizerinde
genellikle tribatrin (Lawrence ve ark. 1967) veya Tween 80 (Sierra.,1957) substrat olarak
kullanilarak secilmektedir. Bu substratlar gercek lipazi tespit etmek i¢in uygun degillerdir

clinkii esterazlar da lipazlar gibi bu substratlar1 parcalamaktadir. Bu nedenle lipazlarin
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varhi@im1 tespit etmek icin bir c¢esit triagilgliserol olan zeytinyagi substrat olarak
kullanilmistir (Gisela kouker and Karl-Erich Jaeger, 1987). Lipaz aktivitesiyle serbest kalan
yag asitleri sayesinde Rhodamine B ile UV altinda koloniler turuncu goziikmektedir. Lipaz
geninin kaynagini olusturan Bacillus sp. L1S kolonileri rhodamin B ve zeytinyagi i¢eren
LB agarda UV altinda turuncu renk vermektedir.

Endiistriyel reaksiyonlar g6z oniinde bulunduruldugunda isitma islemi isletme igin
fazladan masraf ve enerji kaybina neden olur. Oda sicakligina yakin sicaklikta ¢aligabilen
enzimlerle 1sitma islemi yapilmaksizin aktivite gézlenmektedir. Deterjanlar da soguk suda
bile aktivite gosteren enzimler son zamanlarda ragbet gérmektedir. Deterjan endstrisinde
tercih edilen Acinetobacter radioresistensis optimum sicakligi 45 °C olarak goriilmiis ve
yiiksek sicakliklarda da aktivite gdstermistir. Izolatimiz olan Bacillus sp L1S susu 30°C ve
oda sicakligina yakin sicakliklarda da aktivite gosterdigi gortilmiistiir. Bu 6zelligininden
dolay1 endiistriyel islemlerde tercih edilebilir.

Ortamin pH’s1 enzimin primer ve sekonder yapisini, dolayisiyla aktivitesini etkiler.
Lipazlar sadece belirli pH degerlerinde katalitik olarak aktiftirler ve aktif bolgelerindeki
gruplarin iyonlagsma durumu ve orjinlerine baglidirlar. Bazik, asidik ve notral fonksiyoneller
lipazlarin aktif bolgelerini kapsar ve bundan dolay: katalitik bélgedeki fonksiyonel gruplar
iyonlagma halinde aktiftirler. Cogu Lipazlar i¢in optimum pH 7 ile 9 arasinda degistigi
bilinmektedir (Y1lmaz,2010). Calistig1 optimum pH bakimindan Bacillus sp L1S izolatinin
lipazi, alkali ortamda asidik ortamdakinden daha iyi ¢alismas1 acisindan literatiirdeki diger
lipazlara benzedigi goriilmektedir.

Literatiirde bulunan diger lipazlarin molekiiler agirliklar1 30 kDa ile 103 kDa arasinda
degismektedir. Bu ¢aligmada kullanilan Bacillus sp L1S kaynakli lipazinin molekiiler
agirhigr ise yaklasik 27 kDa olarak tespit edilmistir. Bu, endiistride kullanilan enzimlerin
diisiik molekiiler agirlikta olmasinin istenen bir 6zellik olmasi agisindan bir avantaj olarak
goralebilir.

Deterjan enzimlerinin 1s1l kararli olmasi istenmektedir. Soguk aktfif lipazlarin deterjan
formiilasyonlarinda enerji tiiketimini azaltir ve tekstil liflerinin yipranmamasi igin tercih
edilir. (Feller ve Gerdey, 2003) . Soguk aktif enzimler ¢cevresel ylikii azaltma i¢in endiistriyle
cevrelerde tercih edilmeye baslanmistir (Vakhlu ve Kour, 2006). Deterjanlara soguk aktif
lipazlar eklenince dogada daha kolay ¢oziilebilir hale getirilmekte, bununla birlikte dogaya
herhangi bir tehlikeli kalint1 birakmazlar sucul yasamada zarar vermezler (Joseph ve ark.,

2007). Deterjan  endustirsinde  yaygin  kullanilan  lipazin  kaynagi  olarak
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kullanilan Acinetobacter radioresistens 1sil kararliligt ve pH stabiletisi agisindan
degerlendiriliginde 37 ° C de enzimin aktivitesinin az oldugu 70 ° C ise stabilitesini 2 saat
koruyabilidigi literatiirde goriilmiistiir. (Khoramnia ve ark, 2011). Bir diger tercih edilen
ticari lipaz kaynagi olan Pseudomanas mendocina M-37 susu incelendiginde 30 °C ‘de 2
saat boyunca stabilitesini korudgu gosterilmis. pH 7-11 arasinda da stabilitesini 2 saat
boyunca korudugu ortaya konmustur(Dahiya p.ve ark, 2010)Bacillus sp LIS izolar1 1s1l
kararli karalilig1 incelendiginde ise lipaz +4 °C aktivitesini 60 dakikalik inkiibasyonda
aktivitesini % 90 orainda, 25,30, 37 ve 45 °C de ise aktivitesini %80 oraninda korudugu
g6zlenmistir. Optimum sicakligi olan 45 °C “de ise enzim aktivtesi 180 dakikalik inkiibasyon
sonunda Ol¢iiliidiigiinde aktivitenin % 20 oldugu goriilmiistiir. Bacillus sp L1S izolatinin
lipaz1 +4 °C aktivitesini 48 saat boyunca korudugu gozlemlenmistir. Endiistriyel agidan
degerlendirildiginde Bacillus sp LIS izolati lipaz agisindan deterjanlarda tercih
edilebilinirligi goriilmiistiir. Acinetobacter sp (Khoramnia ve ark ,2011) stabilitesi 6 -11
arasinda incelenmis pH 10 da 2 saat boyunca stabil oldugu gériilmiisiir. Bacillus sp L1S
izolati pH kararliligr acisindan degerlendiginde ise pH 5 — 10 araliginda 60 dakikalik
inkiibasyon sonucunda aktivitesinin aktivitesinin %80’ e diistiigli gézlemlendi. Aym1 pH
araliklarda 6l¢tim yapildiginda 180 dakikalik inkiibasyon sonunda ise enzim aktivitesinin
%40’a diistligi gozlemlendi. Enzimin bu pH ‘larda aktivitesini %40 oraninda koruyor
olmasi, alkali tolerant olarak kabul edilebilir diizeydedir. Langrand ve ark (1990) alkali
pH’larda (pH=8.0-11.0, araliginda, kalan aktivite %50 ve {izeri) stabil olan enzimler, enzim
katkil1 toz ve sivi deterjanlarda kullanilabilecek potansiyelde oldugunu rapor etmislerdir.
optimum pH literatiirdeki bakteriyal lipazlarla karsilastirildiginda ise ortalama seviyede
oldugu goriilmektedir.

Farkli kimyasallar enzim aktivitesini, enzim ¢esidi, reaksiyon kosullari, kimyasalin
konsantrasyonu gibi pek c¢ok parametreye bagli olarak etkileyebilmektedir. Bu etkiler
enzimin kullanilacagi prosese gére olumlu ve/veya olumsuz yonde olabilir. Kullanilacak
proseste enzimin etkinligini artirmak, uygun proses se¢imi i¢in dngoriide bulunmak veya
proseste bulunmas1 muhtemel kimyasallar1 degistirmek gibi kosullarin saptanmasi agisindan
bu parametre enzim karakterizasyonunda énem arzetmektedir. Hatta bazi enzimlerin ¢esitli
inhibitor, selatér gibi kimyasallarla etkilesimi ile enzimleri belirli diizeyde siniflandirmak
miimkiin olmaktadir. Yapilan caligmada belirli kimyasallarin Bacillus sp. LIS lipazin
tizerinde etkisi incelenmis. Cesitli metal tuzlari ile enzim muamele edilmis ve 30 dakikalik

inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonucunda Bacillus sp. L1S izolatinn  Mg*?, Li,
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Ca*?, K ve Co0*? metal iyonlariin kloriir tuzlarinin enzimin aktivitesini % 40 oraninda
artirdig gozlemlenmistir. Zn*? metal tuzunun lipazin iizerine herhangi bir aktivite degisimi
olmadigi gozlemlenmistir. ETDA ,f- merkaptoethenol, DMSO yapilan inkiibasyon sonucu
enzim aktivitesinde % 40 ‘a yakin bir aktivite gozlenmistir ve SDS ile yapilan caligma
sonucu 30 dakikalik inkiisbasyon sonucunda enzim aktitesinde %20 oraninda bir azalma
gorilmistiir. Twen 20 ,Tripton 10X , izopronanol ve etil alkol ile inkiibasyonu ile yapilan
deneylerde enzim aktivitesinin %40 oraninda arttig1 gézlemlenmistir. Khoramnia ve ark
2011 yilinda caligtiklar1 Acinetobacter sp.’la karsilastirildigin da aktivite artig oranlarinin

benzer oldugu goriilmiistiir.



5. SONUCLAR

Yapilan bu calismada zeytinyagir kati atigindan (pirina) lipaz aktivitesi olan
mikroorganizmalar aranmis ve akivitesi iyi olan Bacillus sp L1S izolatinin optimum sicaklik,
optimum pH, metal iyon, ihibitor gibi kinetik parametleri incelendi.

Aydin Soke ve Artvin Yusufeli ilgesinde alinan pirina Ornekleri karistirildi.
Karistirilan pirina 0,45 pum filtreden gegirildi. LB {izerine birakilan filtre iizerinde koloniler
saflagtirildi. Saflastirilan kolonileden lipaz aktivitesini petride gozlemlemek icin Rhodamine
B ve substrat olarak zeytinyagi iceren LB agar kullanildi. 13 farkli susun UV altinda turuncu
renk 1s1ma yapildigr goriildii. Isima yapan izolatlar %1 yag iceren LB icinde 3 giin
inkiibasyona birakildi. Her bir izolatin hem hiicre i¢i hem hiicre dis1 lipaz aktivitesine
bakildi. Substrat olarak sirasi ile 4-nitrofenil — butirat, 4- nitrofenil-kaprilat, 4- nitrofenil-
laurat, 4- nitrofenil- miristat,4- nitrofenil- palmitat substralari ile muamale edildi.

13 farkli susa 16S rRNA analizi yapildi. Yapilan analiz sonucu gen sekans
benzerliklerine gore izolatlar ; L1S Bacillus sp. , L2 Bacillus sp. ,L3 Bacillus sp., L5 Bacillus
sp, L6 Bacillus sp., L7 Bacillus sp., L8 Bacillus sp. , L9 Bacillus sp. , L10 Bacillus sp,
L11 Bacillus sp. ,L12 Bacillus sp. , L13 Bacillus sp. ,L15 Bacillus sp.’dir. UV altinda 1
giinde turuncu 1s1ma yapmasi ve substrarlar yapilan deneyserde Ci6 parcalayan Bacillus
sp.L1S izolati secildi.

Bacillus sp. L1S izolatinin hem hiicre i¢i hemde hiicre dis1 lipaz aktivitesine bakildu.
Hiicre i¢i aktivitesinin aktivitesinin daha iyi olduguna karar verildi. Bacillus sp. L1S
izolatin1 lipazinin optimum pH degerinin 8 optimum ¢aligsma sicakliginin ise 45°C oldugu
tespit edildi. pH kararliligi incelendiginde 7,7,5,8 tamponlarinda enzimin aktivitesini 2 saat
stiresince devam ettigi gdzlendi. 3. Saatin sonunda ise aktivitenin %30 ‘lara diistiigl gortldi.
Isil kararliligr incelediginde ise 25,30 ve 37 ° C sicakliklarda enzim aktivitesini 38 saat
boyunca korumus, 48 saat boyunca 4 °C enzim aktivitesini korudugu gériilmiistiir.

Bacillus sp. LIS lipazin {izerinde etkisi incelenmis. Cesitli metal tuzlari ile enzim
muamele edilmis ve 30 dakikalik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda Bacillus
sp. L1S izolatmin Mg*?, Li, Ca*?, K ve Co*2 metal iyonlarmin kloriir tuzlarinin enzimin

aktivitesini % 40 oraninda artirdif1 gdzlemlenmistir. Zn*?> metal tuzunun lipazin {izerine



50

herhangi bir aktivite degisimi olmadigi gézlemlenmistir. ETDA - merkaptoethenol,
DMSO yapilan inkiibasyon sonucu enzim aktivitesinde % 40 ‘a yakin bir aktivite
gbzlenmistir ve SDS ile yapilan ¢alisma sonucu 30 dakikalik inkiisbasyon sonucunda enzim
aktitesinde %20 oraninda bir azalma goriilmiistiir. Twen 20 ,Tripton 10X , izopronanol ve
etil alkol ile inkiibasyonu ile yapilan deneylerde enzim aktivitesinin %40 oraninda arttigi

gozlemlenmistir.



6. ONERILER

Lipaz enzimi, kolay ulasimi, diisiik substrat spesifitesi, yiliksek kararlilik gibi birgok
ozelliginden dolayr zaten endiistrinin birgok alaninda kullanilmaktadir. Lipazin
prokaryotlardan 6karyotlara kadar ¢ok ¢esitli organizmalardaki yayilis1 ve her tiirlii ortamda
bulunabilirlgine dayanarak endiistride kullanimi i¢in endiistriyel sartlara en iyi derecede
uyum gosteren mikroorganizmalardan lipazin varlig1 ve bu organizmalardaki molekiiler yap1
ve islevleri arastirilabilir Bu nedenle diisiis sicakliga, yiikksek pH ya ve kimyasal
denatiirasyona dayanikli yeni enzimlerin elde edilmesine ihtiya¢ vardir. Yapilan bu
calismada enzimin ¢alisma pH ve sicakliginin endiistride kullanilabilecek bir enzim oldugu
tespit edildi fakat enzim daha ileri derecede karakterize edilmeli ve organik c¢oziicl
ortamlarindaki kararlilig1 ve kimyasal sentez reaksiyonlarinda kullanilabilirligi ayrintilt bir
sekilde ele alinmalidir. Bunun igin endustride kullanilabilir olan lipaz enzimi tasiyan
mezofilik bakteriler arastirilabilir. Ayrica lipazin ¢esitli tipteki organizmalarda yapilan
degisken molekiiler yapilar1 ve aktiviteleri goz oniine alinarak mutasyon ve mobilizasyon

calismalari ile performansi artirilabilir.
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EKLER

EK-1
Bacillus sp.L1S 16S rRNA sekans sonucu

ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTC
GAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG
TAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTT
GAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGL
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAG
GGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG
AATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCG
GATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGAC
GGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGG
CAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCC
CTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAA
CTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAC
GCGAAGAACCTTACCAG
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