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ONSOZ
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OZET

Bu calismada, Rize ilinde cay yetistirilen topraklardan izole edilen 15 cinse ait 213
mikrofungusun ekstraseliilar lipaz aktiviteleri kalitatif olarak test edildi. Bu mikrofunguslar
arasinda en yiiksek aktiviteye sahip olan tiir Mucor hiemalis f. corticola IDM11B olarak
belirlendi. Bu susun iiretmis oldugu lipaz saflagtirilarak karakterize edildi.

M. hiemalis f. corticola IDM11B susuna ait ekstraselular lipaz, amonyum siilfat
coktlirmesi, diyaliz, Sephadex G-75’in kullanildig jel filtrasyon ve Q-Sepharose Fast Flow
iyon degisim kromatografileri kullanilarak saflagtirildi. Saflagtirma basamaklarinda
fraksiyonlardaki toplam protein miktarlar1 ve lipaz aktiviteleri spektrofotometrik yontemle
belirlendi. Enzim, %27.7 verimle 12.63 kat saflastirildi. Saflagtirma basamaklarinda elde
edilen protein 6rnekleri SDS-PAGE’te yiiriitiildii ve molekiiler agirliklarina gore ayrimlari
yapildi. Ayrica analitik jel filtrasyon yapilarak, enzimin molekiiler agirliginin 46 kDa
oldugu belirlendi. Saflastirilmis enzimin optimum pH’s1, optimum sicakligi, sicaklik ve pH
stabilitesi, Ky, ve Viaks degerleri hesaplandi. Enzim aktivitesi iizerine bazi1 metal iyonlarinin
etkisi incelendi. Enzimin optiumum pH’s1 7.0, optimum sicaklig1 40 °C olarak belirlendi.
pH 7.0-9.0 araliginda, 4 °C’de 72 saat inkiibasyondan sonra enzimin olduk¢a kararlt
oldugu gozlendi. Isil kararlilik egrisi incelendiginde, 90 dakikalik inkiibasyon sonunda
enzimin 30 °C’de kararli oldugu, 50 °C’ye kadar aktivitesini %50 civarinda korudugu
tespit edildi. p-NPP varliginda M. hiemalis f. corticola IDM11B lipazinin Ky, ve Viaks
degerleri, Hanes-Woolf grafigi yardimiyla sirastyla, 1.327 mM ve 91.11 pumol/dk olarak
belirlendi. Farkli son konsantrasyonlardaki bazi metal iyonlarinin aktiviteyi énemli oranda

etkilemedigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Mikrofungus, Mucor hiemalis f. corticola, lipaz, enzim, saflastirma,
karakterizasyon
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SUMMARY

Investigating of Lipase Producing Strains of Microfungi with Origin Soil, Purification
and Characterization of Lipase

In this study, extracellular lipolytic activities of 213 microfungal strains belonging to
15 genera isolated from tea growing soil in Rize were investigated. Among these
microfungi, Mucor hiemalis f. corticola IDM11B was found as a strain with the highest
lipolytic activity. The extracellular lipase of Mucor hiemalis f. corticola IDM11B was
homogeously purified using a combination of ammonium sulphate precipitation, dialyze,
gel filtration column chromatography with Sephadex G-75 and ion exchange
chromatography with Q-Sepharose Fast Flow. The total protein quantities and lipase
activities in the fractions through purification steps were determined by spectrophotometric
method. Enzyme was purified 12.63 folds with a yield of 27.7%. Protein samples collected
at the purification steps were run with SDS-PAGE, and seperated in terms of molecular
weights. In addition, molecular weight of enzyme was deteminated to be 46 kDa by
analytical gel filtration. Optimum pH, optimum temperature, stability of both temperature
and pH, Ky, and Vs of purified enzyme were calculated and effects of some metal ions
on enzyme activity were investigated. Optimum pH and optimum temperature of enzyme
were determined as 7.0 and 40 °C, respectively. The enzyme activity was observed to be
quite stable at the pH range of 7.0-9.0, after 72 hours incubation at 4 °C. When
thermostability data were evaluated, it was seen that the enzyme was stable at 30 °C after
90 minutes incubation and nearly retained 50% of its original activity until 50 °C. In the
presence of p-NPP as substrate, Km and Vmaks values of M. hiemalis f. corticola IDM11B
lipase were calculated by Hanes-Woolf plot as 1.327 mM and 91.11 umol/dk, respectively.
It was determined that different final concentrations of some metal ions did not

significantly affect enzyme activity.

Key Words: Microfungi, Mucor hiemalis f. corticola, lipase, enzyme, purification,
characterization
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Enzimler; karbon, oksijen, hidrojen, azot ve kiikiirtten olusan, kimyasal tepkimelerde
katalizor olarak rol alan protein yapisinda molekiillerdir. Hiicre icerisinde meydana gelen
binlerce tepkimenin hizim1 ve 6zgiilliigiinii degisiklige ugratmadan diizenlerler. Katalitik
RNA molekiillerinin (ribozimler) kiiciik bir grubu hari¢, biitliin enzimler protein
yapisindadir. Enzimler, proteinlerin en biiyiik ve en ¢ok 6zellesmis grubunu teskil ederler.

Enzimler, dogal ortamlar1 disinda yeterli kosullar saglandiginda dis ortamlarda da
etkilerini  gosterebilirler ve bundan dolayr pek ¢ok alanda enzimlerden
yararlanilabilmektedir. Bu nedenle enzimlerin yer aldiklar1 dokularin veya hiicre
kisimlarinin belirlenmesi, biyokimyasal reaksiyon islevlerinin ortaya c¢ikarilmasi, etki
mekanizmalarinin ve kinetik 6zelliklerinin tiim ayrintilariyla incelenmesi ve enzimlerin
saflastirilarak elde edilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Enzimler; gida, deterjan, ecza, tekstil, kagit, deri ve kozmetik gibi bir¢ok endiistriyel
alanda kullanilmaktadir. Cesitli uygulamalarda giderek daha biiylik 6nem kazanan
enzimler ticari olarak iiretilmektedir. 2000 yilinda, enzimlerin endiistriyel pazardaki
degerinin yaklasik 1.5 milyar dolar oldugu bilinmektedir. Endiistriyel enzim pazarinda en
onemli yeri, proteaz, lipaz, amilaz ve esteraz gibi hidrolitik enzimler tutmaktadir. Enzim
kullanilan siireglere olan ilginin artmasinin nedenleri arasinda, enzimatik reaksiyonlarin
yiiksek 6zgilliigii ve kullanilan 1liml1 reaksiyon kosullar1 sayilmaktadir (Pandey vd., 1999;
Houde vd., 2003).

Gilintimiizde endistriyel teknolojilerin bircogunda ve genel olarak biyoteknolojik
islemlerde enzimlerin kullanimi gittik¢e yayginlagmaktadir. Ancak maliyetleri ve elde
edilebilmelerindeki problemler gibi baz1 dezavantajlarindan dolayr enzimlerin bazi
endiistriyel alanlarda uygulanmasi siirli olmaktadir. Bu agidan protein miihendisligi ve
biyoteknolojik yontemlerle endiistrinin ihtiya¢ duydugu, bir biyolojik kaynaktan biiytlik
miktarlarda iiretilebilen, yiiksek sicakliklara ve kullanilacagi endiistriyel uygulama
alanindaki g¢esitli kimyasal ortamlara dayanikli enzimlerin gelistirilmesi konusunda

oldukca carpici ¢alismalar gergeklestirilmektedir.



Lipazlar (triacilgliserol agilhidrolazlar, E.C. 3.1.1.3), yag-su ara ylizeyinde
triagilgliserollerin hidrolizini katalizleyerek di- ve monoagilgliserollere ve gliserole
doniistirme (Veraragavan, 1990; Mogensen, 2005), susuz ortamda ise ester baglarini
sentezleme (Kim vd., 1996) yetenegine sahiptirler.

Hidroliz, c¢esitli esterlesme reaksiyonlari, lipid sentezleri (Hong vd., 1998),
biyotransformasyon, organik sentezler gibi ¢esitli reaksiyonlar1 katalizleyen ve yag
kimyasi, deterjanlar, mandiracilik gibi endiistri alanlarinda c¢ok fazla kullanilan lipaz
enzimi; insan ve diger memelilerin pankreas ve bagirsaklarindan, mantarlardan (Taipa,
1992; Fucifios, 2005; Sagiroglu, 1993), mikroorganizmalardan (mantar ve bakteriyel),
hayvansal ve bitkisel kaynaklardan farkli metodlarla izole edilmis ve saflagtirmislardir
(Veraragavan, 1990, Bosc-Bierne vd., 1984; Eliana vd., 2001; Yadav, 1998).

Lipazlarin biyoteknoloji alaninda ¢ok genis uygulama alanlari bulunmaktadir (Rua vd.,
2003). Giinliik endiistriyel tiretimlerde, yag isleminde, ylizey aktif maddelerin {iretiminde,
ilag endiistrisinde, deterjan katki maddelerinde, ¢esitli tekstil sentezlerinde ve organik
kimyada sentetik reaksiyonlarin biyokatalizorleri olarak lipazlar kullanilmaktadir

(Mohamed vd., 2000).

1.2. Lipazlarin Ozellikleri

Lipazlar ilk kez Clause Bernard tarafindan 1856’da tanimlanmustir. 1943 yilinda
bildirilen kan plazmasindaki lipoprotein lipazlar “temizleyici faktdr” olarak
nitelendirilmistir. Daha sonra Anfinsen ve arkadaslart temizleyici faktdri lipolitik
enzimlerin varlig1 olarak yorumlamiglardir. Bir¢cok bakterinin lipaz iirettigi ve salgiladig
yaklasik 100 yil Once, mikrobiyolog C. Eijkmann tarafindan rapor edilmistir (Huang,
2002). Giiniimiizde enzimlerin kullanildig1 pek ¢ok alanda lipazlarin 6nemi giderek
artmaktadir. Lipazlarin enzim pazarindaki paymin biiyiimesinde, bu enzimlerin enantiyo
secicilik, bolge seciciligi ve genis substrat Ozgiilliigii gibi 6zellikleri etkili olmustur.
Lipazlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilmekle birlikte,
endiistriyel olarak daha c¢ok mikrobiyal kokenli lipazlar tercih edilmektedir. Biiyiik
miktarda iiretimin miimkiin olmas1 ve diger kaynaklara gére daha ucuza maledilmesi

mikrobiyal kaynaklarin tercih edilmesinde 6nemli etkenlerdir.



Son zamanlarda lipazlarin {i¢ boyutlu yapilarinin belirlenmesine yonelik ¢caligmalardan
elde edilen sonuglar, yapi-islev iliskilerinin irdelendigi arastirmalara da 1s1ik tutacaktir
(Saxena vd., 1999; Jaeger vd., 2002; Houde vd., 2003).

Lipazlar (triagilgliserol acilhidrolazlar E.C.3.1.1.3) biiyiikk fizyolojik Oneme ve
endistriyel potansiyele sahip enzimler olup, gliserol ve uzun zincirli yag asitlerinden
sekillenen esterlerin, sentez ve hidrolizini kataliz ederler. Esterazlarin aksine, lipazlar
sadece yag-su ara yiizeylerine adsorbe olduklarinda aktive edilirler ve ¢oziinmiis
substratlar iizerinde etkin degildirler. Gergek lipazlar, triolein ve tripalmitin gibi uzun
zincirli yag asitleri ile gliseroliin emiilsifiye esterlerini pargalarlar. Lipazlar serin
hidrolazlardir ve ¢oziinebilir substratlar1 iceren sulu c¢ozeltilerdeki aktiviteleri diisiiktir.
Okaryotik lipazlari, absorpsiyon, yeniden diizenleme ve yag sindirimini igeren lipit
metabolizmalariin farkli asamalarinda gorev yaparlar. Bitki lipazlart agirlikli olarak,
enerji depolayan dokularda iiretilmektedir (Sharma vd., 2001).

Lipazlarin, trigliseritler lizerindeki hidrolitik aktivitelerinin yam sira, esterifikasyon,
interesterifikasyon, asidolizis, alkolizis ve aminolizis gibi reaksiyonlar1 da kataliz etme
yetenekleri vardir. Lipazlar tarafindan kataliz edilen farkli reaksiyonlar Sekil 1'de
gosterilmistir (Houde vd., 2003).

R,COOR, + H,0O Hidroliz » R,COOH+R,OH

R,COOH + R,OH Esterifikasyon _,  p cOOR,+H,0

R,COOR,+ R;COOR, Anteresterifikasyon,  p ~gop.+ R,COOR,

Asidoliz

R;COOR; + R;COOH » R;3COOR,;+R;COOH
Alkoliz

R;COOR,+ R;OH » R;COOR;3+ R,OH
Aminoliz

R;iCOOR,+ R3NH, » R;CONHR;+R,OH

Sekil 1. Lipazlarin katalizledigi ¢esitli reaksiyonlar (Houde vd., 2003)
1.3. Lipazlarin Katalitik Ozelliklerine Gore Simiflandiriimasi

Lipazlar, hidrolazlar sinifinda olmakla birlikte yag asidi esterlerinin hem hidrolizini
hem de sentezini katalizleyebilirler. Katalizleme, suda ¢oziinmeyen substratin olusturdugu

ara ylizeyde gergeklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara ylizey enzim aktivitesi igin



gereklidir. Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis olan su,
bu ara yiizeyin olugsmasini saglar.

Lipazlar tarafindan katalizlenen bir ester hidroliz-ester sentez reaksiyonunu Sekil 1°de
gosterilmistir. Reaksiyon geri doniisiimlii olup, reaksiyonun gidisi H,O ve R'OH
derisimlerine baghdir. Suyun fazla olmasi enzimin hidrolitik aktivitesine, alkoliin fazla
olmasi ise enzimin sentez aktivitesine neden olmaktadir (Muller vd., 1987).

Diinyada ticari olarak iiretilen enzimlerin % 3’{inii lipazlar olusturmaktadir (Wiseman,
1986). Lipazlar ozelliklerine gore 6zgiil olmayan lipazlar, 1,3-baglarina spesifik lipazlar ve

yag asidi spesifik lipazlar olarak ii¢ ayr1 grupta incelenebilir.

1.3.1. Ozgiil Olmayan Lipazlar

Bu gruba giren lipazlar, triagilgliserollerin tiim pozisyonlarindaki acil gruplarin
koparabilme yetenegine sahip olup; sonugta triagilgliserolleri, gliserol ve serbest yag
asitlerine parcalarlar. Reaksiyonda ana iiriin olarak mono- ve diagilgliseroller olusur.
Candida cylindracea, Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus ve Geotrichum
candidum tarafindan {iretilen lipazlar bu gruba girerler. Ozgiilliigii olmayan lipazlarla
yapilan i¢ esterlesme reaksiyonlarinda meydana gelen triinler kimyasal i¢ esterlesme
reaksiyonlarinda olusan lriinlere ¢ok benzer, ancak reaksiyon sartlari daha yumusaktir

(Sokmen, 2005).

1.3.2. 1,3-Baglarina Ozgiil Lipazlar

Bu gruba giren lipazlar, notral yaglart esdeger konuma sahip olan 1 ve 3
pozisyonlarindan 6zgiil olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda triagilgliserollerden yag
asitleri, 1,2 (2,3)-diagilgliseroller ve 2-monoagilgliseroller olusur. 1,2 (2,3)-
diagilgliseroller ve 2-monoagilgliseroller, kimyasal olarak kararsiz olup sirastyla 1,3-
diacilgliserollere ve 2-monoagilgliserollere izomerlesirler. Boylece olusan izomerler enzim
tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilir ve sonugta 1,3-baglarina 6zgiil lipazlar da
0zgiil olmayan lipazlar gibi triacgilgliserolleri gliserol ve serbest yag asitlerine kadar
parcalayabilirler.

Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus ve

Mucor tiirlerinden elde edilen lipazlar 1,3-baglarina 6zgiildiir. Bu lipazlar, yag i¢



esterlesmesinde kullanildigindan elde edilen triagilgliserollerin karigimi kimyasal i¢
esterlesme sonucunda elde edilen triagilgliserollerin karigimindan ¢ok farklidir. Ciinkii agil
gbeii 1 ve 3 pozisyonlarinda sinirlandirilmustir. I¢ esterlesme reaksiyonlar1 organik fazda
gerceklestiginden, izomerlesme olamayacagindan  dolayr triagilgliserollerin  2-
pozisyonundaki agil grubu degismez ve bdylece i¢ esterlesme olayini kismen kontrol

altinda tutma imkani1 dogar (Sokmen, 2005).

1.3.3. Yag Asidi Ozgiil Lipazlar

Bu grup lipazlar, triagilgliserollerdeki bazi yag asitlerine 6zgiil olup sadece bu yag
asitlerinin olusturdugu ester baglarin1 parcalarlar. Yag asidi 6zgiil lipazlar, i¢ esterlesme
reaksiyonunda kullanilirsa olusacak iirlinler ¢cok sinirli olmakta ve bu sayede amaca uygun

triagilgliseroller sentezlenebilmektedir (Aksamoglu, 1997).

1.4. Lipazlarimm Uygulama Alanlar

Lipazlar yaglarin islenmesinde, gida islenmesinde, deterjan endiistrisinde ticari
bakimdan onemli bazi kimyasallarin sentezinde, kagit yapiminda, ecza ve kozmetik
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Lipazlar ayrica yagh atiklarin ve poliiiretanin

parcalanmasini hizlandirmak i¢in de kullanilirlar (Sharma vd., 2001).

1.4.1. Lipazlarin Deterjan Endiistrisinde Kullanim

Yaglar1 hidroliz edebilme yeteneklerinden dolay:1 lipazlar, endiistriyel olarak veya
evlerde kullanilan deterjanlara eklenmektedir. Diisiik substrat o6zgiilliigli, yikama
kosullarina (pH: 10.0-11.0, 30-60 °C) dayanabilme yetenegi ve birgok deterjanin
formiilasyonunda yer alan g¢esitli enzim ve surfaktanlara dayaniklilik; deterjan
endistrisinde kullanilacak lipazlar i¢in aranan 6zelliklerdir (Sharma vd., 2001).

Biyolojik deterjan iiretimi hizla biiyiiyen bir teknolojidir. Lipaz, amilaz, proteaz ve
seliilaz deterjanlara katilan baglica enzimlerdir. Lipazlar, deterjan icerigine yagli yemek
kalintilarin1 temizlemek iizere katilirlar. Bu enzimler deterjanlara genellikle proteaz ve
seliilazla birlikte eklenirler. Peroksidaz, oksidaz ve pektinaz deterjanlara eklenebilen diger

enzimlerdir (Schmid vd,. 1998).



Bir fungus tiirii olan Thermomyces lanuginosus kokenli lipaz, Aspergillus oryzae’de
eksprese edilmis ve ilk ticari rekombinant lipaz olarak 1994 yilinda Novo Nordisk
tarafindan dretilmistir. “Genencor International” firmasi 1995 yilinda, Pseudomonas
mendocina'dan ‘“Lumafast” ve Pseudomonas alcaligenes'den “Lipomax” isimli iki
bakteriyel lipaz tiretmistir. 1998 yilinda Pseudomonas alcaligenes M-1 susundan elde
edilen, modern ¢camasir makinelerinde kullanilabilen ve yag lekelerini oldukca 1yi ¢ikaran,
alkali bir lipaz rapor edilmistir (Sharma vd., 2001).

Trigliseritlerin kimyasal kullanim alanlarindan birisi sabun {retimidir. Bugiin icin
tercih edilen kimyasal yontemde sabun iiretimi, yagin iceriginden bagimsiz olarak 100
°C’de birkag¢ dakika i¢inde yiiksek verimde gergeklesmekte, enerji tiiketim dongiisii ile en
aza indirgenmektedir. Bu siire¢ kullanilarak yilda yaklasitk 2 milyon ton sabun
tiretilmektedir. Japonya'da Miyoshi Yushi fabrikasinda sabun iiretimi, Candida rugosa
lipaz1 kullanilarak kat1 ve sivi yaglarin hidroliz edilmesiyle gergeklestirilmektedir (Schmid

vd., 1998).

1.4.2. Lipazlarin Gida Endiistrisinde Kullanimi

Kati ve sivi yaglar gidalarin 6nemli bilesenleridir. Trigliseritlerin fiziksel 6zellikleri,
besin degeri ve lezzeti; gliserol omurgasindaki yag asidinin konumundan, zincir
uzunlugundan ve doygunluk derecesinden etkilenir. Lipazlar, gliserol omurgasindaki yag
asidi zincirinin konumunu degistirerek, lipitlerin 6zelliklerinin degisimine olanak saglar.
Goreceli olarak ucuz olan bu yontem, yagin daha degerli bir yaga doniisiimiine olanak tanir
(Sharma vd., 2001).

Metabolik etkilerinden dolayr doymamis yag asitleri son zamanlarda, eczacilikta ve
gida katkilarinda giderek artan miktarlarda kullanilmaktadir. Doymamis yag asitlerinin
¢ogu, membran lipitlerinin ve prostoglandinlerin normal sentezi i¢in gereklidir. Mikrobiyal
lipazlar, menhaden, tuna ve borage yagi gibi hayvansal ve bitkisel yaglardan, doymamis
yag asitlerinin elde edilmesinde kullanilir. Serbest doymamis yag asitleri ve onlarin mono
ve digliseritleri; kolesterol diizeyini diisiiren, iltihab1 ve kanin pihtilasmasii engelleyen
cesitli ilaglarin iiretilmesinde kullanilirlar. Lipazlar ayrica peynirlerde istenen lezzetlerin
elde edilmesinde, geleneksel kimyasal esterifikasyon reaksiyonlari ile elde edilemeyen

modifiye acilgliserollerin, sivi ve kat1 yaglardan interesterifikasyon ile elde edilmesinde



kullanilir. Bu enzimlerden ayrica balik ve et {iriinlerinden yaglarin uzaklastirilmasinda

yararlanilir (Sharma vd., 2001).

1.4.3. Lipazlarin Kagit Endiistrisinde Kullanim

Agacin hidrofobik icerigi olarak tanimlanan trigliseritler ve mumlar, kagit hamuru ve
kagit yapiminda sorun yaratmaktadir. Lipazlar kagit yapimmi icin kullanilan kagit
hamurundan belirtilen maddelerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilir (Jaeger vd., 1998; Sharma

vd., 2001).

1.4.4. Lipazlarin Biyodizel Uretiminde Kullanimi

Alternatif bir enerji kaynagi olan biyodizelin 6nemi gilinden giine artmaktadir.
Biyodizel, kanola, soya ve aspir gibi ¢esitli bitkiler kullanilarak kimyasal yollarla
tiretilmektedir. Yenilenebilir bir enerji kaynagi olmasi ile tercih nedeni olmaktadir.
Bitkisel yaglardan transesterifikasyon reaksiyonu (alkoliz) ile biyodizel elde edilmektedir.
Transesterifikasyon reaksiyonunda triagigliserol, monohidrik bir alkolle (etanol, metanol),
katalizor (asidik, bazik katalizorler ile lipazlar) varliginda ana {iriin olarak yag asidi
esterleri ve gliserol vererek esterlesir. Ayrica esterlesme reaksiyonunda yan iiriin olarak di-
ve monogliseridler ile serbest yag asitleri olusur. Bununla beraber endiistriyel boyutta
iretimi, katalizorlerin pahaliligi nedeniyle maliyeti yliksektir. Enzimler suda ¢oziinmeyen
bir matriks veya mikrokapsiillerde tutuklanmakla immobilize edilirler. P. fluorescens
lipazinin immobilize edilerek kullanilmasi ve Saccharomyces cerevisiae’de ifade edilen
Rhizopus oryzae lipazinin biyokatalizor olarak kullanilmasi sonucu maliyetler

distiriilmektedir (Iso vd., 2001; Matsumoto vd., 2001).

1.4.5. Lipazlarim Organik Madde Sentezinde Kullanim

Lipazlar organik kimyasallarin sentezinde giderek daha ¢ok kullanilmaktadir. Lipazlar,
“kemo”, “regio” ve “stereo secici” transformasyon reaksiyonlarinin bir¢ok cesidini katalize
edebilirler. Organik kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin ¢gogunlugu mikrobiyal
kaynaklidir. Bu enzimler hidrofilik-lipofilik ara yiizde ¢alisirlar ve reaksiyon karigimindaki

organik ¢oziiclilere tolerans gosterirler (Sharma vd., 2001).



Lipazlar, su-yag ara ylizeyinde suya karigmayan trigliseritlerin hidrolizini katalize
ederler. Belirli kosullar altinda reaksiyon karisimindaki su miktari, lipaz tarafindan katalize
edilen reaksiyonun yoniinii belirler. Suyun ¢ok az miktarda oldugu ya da hi¢ olmadig:
zamanlarda, yalnizca esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlari meydana gelirken

su igeriginin yiiksek oldugu kosullarda hidroliz reaksiyonlar1 olusur (Sharma vd., 2001).

1.4.6. Lipazlarin Su Ortaminda Olusan Biyolojik Doniisiimde Kullanimi

Ester hidrolizi, iki-fazli su ortaminda lipazlar araciligi ile gerceklestirilmektedir.
Pseudomonas cepacia’dan. elde edilen lipazin, n-heptanda bulunan p-nitrofenil palmitati
(p-NPP) hidroliz ettigi rapor edilmistir. Ayrica gesitli transformasyon reaksiyonlari igin
hidrofobik sol-jel matriks i¢ine tespit edilmis lipazlar kullanilmistir (Sharma vd., 2001).

Lipazlarin enantiyo seciciligini arttirmak iizere, cesitli mutagenez caligmalar
yapilmaktadir. Ornegin, bir kiral esterin hidrolizini katalize eden lipazin enantiyo
seciciligi, dort mutasyon dongiisii sonucunda % 2'den % 81'e kadar arttirilabilmistir.
Candida parapsilosis’ten elde edilen lipaz-agil transferaz, bir yag asidi olan hidroksiamik
asidin tek fazli sivi/sulu ortamdaki biyosentezini katalize eder. Reaksiyon substratlari, yag
asidi ya da yag asidi metil esteri gibi agil vericileri ve hidroksilamindir. Verici bir esterden,
Hidroksilamine agil grubu transferi, serbest yag asitlerinin reaksiyonuna benzer sekilde
kataliz edilmistir. Bu o6zellik, Candida parapsilosis lipazin1 sulu ortamda yaglarin
dogrudan biyolojik doniisiimii icin secilen bir enzim haline getirmistir. Ote yandan,
Burkholderia sp.’den elde edilen ve bir ester olan t-biitiloktonat1 (TBO) hidrolize edebilen
yeni bir lipaz bulunmustur. Bu lipazin sahip oldugu hidroliz yeteneginin, diger ticari

lipazlara oranla 100 kez daha fazla oldugu dogrulanmistir (Sharma vd., 2001).

1.4.7. Lipazlarin Rasemik Asit ve Alkol Cozeltilerinde Kullanim

Stereo segici 6zelliklerinden dolayi lipazlar, birbiriyle karismayan tek fazli sistemlerde
cesitli rasemik organik asit karisimlarini ¢6zmek i¢in kullanilmaktadir. Rasemik alkoller
ayn1 zamanda, lipazlarin kataliz ettigi transesterifikasyon reaksiyonlar1 ile olusturulan saf
enantiyomerler i¢inde de ¢oziilebilirler.

Bagka bir ¢alismada Candida rugosa’dan elde edilen ham ve saflastirilmis lipazlarin,

cok az hidrate olmus hidrofobik organik ¢oziiciide ve tamamen susuz organik ¢oziiciiler



icindeki davranigt karsilastirilmistir.  Saflastirilmis lipazin, kuru n-heptan ig¢indeki
aktivitesi, saf olmayan lipaza gore nispeten daha disliktiir. Buna karsin su
konsantrasyonunun ¢ok diisiik oldugu kosullarda n-biitanollii rasemik 2-(4-klorofenoksi)
propanoik asitin esterifikasyonunda, yalnizca saf enzim aktivite gdstermistir.
Mikroorganizmalar ve enzimlerin Ozellikle rasemik karisimlari sonlandirmak igin
kullanish olduklar1 kanitlanmistir. Boylece saf (S)-ibuprofen, lipazin katalize ettigi hidroliz
ya da esterifikasyon reaksiyonu araciligiyla elde edilmistir. Benzer bir sekilde 2-fenoksi-I1-
propanol; Pseudomonas sp. lipazi kullanilarak ve enantiyosegici transesterifikasyon

reaksiyonu yoluyla kendi enantiyomerleri i¢inde ¢oziilmiistiir (Sharma vd., 2001).

1.4.8. Lipazlarin Bolge Secici Acilasyonda Kullanimi

Lipazlar bazi steroidleri, seker ve seker tiirevlerini yliksek bir bolge seciciligi ile
acillerler. Monoagillenmis sekerler, trietil karboksilatlar ve ¢esitli monosakkaritlerden,
susuz piridin i¢inde tretilirler. Aspergillus niger’den elde edilen lipazin, bir agilasyon
reaksiyonunun aksine, preacillenmis metil p-D-glikopiranozitin, bolge segici

deagilasyonunu katalize ettigi saptanmistir (Sharma vd., 2001).

1.4.9. Lipazlarin Ester Sentezinde Kullanimi

Lipazlar esterlerin sentezinde etkin katalizorler olarak kullanilmaktadir. Kisa zincirli
yag asitlerinden elde edilen esterler, gida endiistrisinde tatlandiric1 ve lezzet arttirici olarak,
uzun zincirli yag asitlerinin metil ve etil esterleri ise, dizel yakitlar1 zenginlestirmede
kullanilmaktadir. Literatiirde Candida antarctica’dan elde edilen lipaz ile hekzan iginde
gerceklestirilen, alkol ve laktik asit esterifikasyon caligsmalar1 yer almaktadir (Sharma vd.,

2001).

1.4.10. Lipazlarin Oleokimya Endiistrisinde Kullanimi

Oleokimyasal islemlerde lipazlarin kullanilmasi, alkololizis, asidolizis, hidroliz ve
gliserolizis siireglerinde harcanan 1siy1 azaltarak, enerji tasarrufu saglamaktadir (Sharma

vd., 2001).
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1.4.11. Lipazlarin Biyosensorler Olarak Kullanimi

Biyosensorler (biyoalgilayicilar), biinyesinde biyolojik bir sensérii bulunan ve bir
fizikokimyasal cevirici ile birlestirilmis analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
biyosensoriin amaci, analiz edilecek madde miktar1 ile orantili olarak siirekli sayisal
elektrik sinyali liretmektir. Biyosensorler; biyolojik, kimyasal, biyokimyasal ve elektronik
bilesenlerden olusur. Biyosensdrlerin bilesenleri arasinda; enzimler, antikorlar, proteinler,
hiicreler, hiicre Oziitleri, immobilize ya da bagli konumda uygun sinyal {ireticileri yer
alabilir. Kati ve sivi yag endiistrisinde, gida teknolojisinde ve klinik uygulamalarda,
triagilgliserol miktarinin belirlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir. Analiz i¢in kullanilan
kimyasal yontemler pahali ve zaman alan tekniklerdir. Son zamanlarda lipazlarin
biyosensor bileseni olarak kullanimi, umut verici bir gelisme olarak kabul edilmektedir.

Uygulamali tipta bakteriyel biyoliiminesansli biyosensorler yapilmistir. Tipta lipitlerin
tanimlanmasinda, lipazlarin  analitik  kullanimi  6nem tasimaktadir. Lipazlar,
triagilgliserolden gliserol eldesinde kullanilmakta, kimyasal ve enzimatik yontemlerle
ayrilan gliserol miktar1 hesaplanabilmektedir.

Biyosensor bileseni olarak lipazlar tiptaki uygulamalarin yani sira, gida ve igecek
endiistrisinde, kirlilik ve pestisit kalintilarinin analizinde de kullanilirlar (Pandey vd.,

1999).

1.4.12. Lipazlarin Pestisit Uretiminde Kullaninm

Lipazlarin kullanimi, maliyeti ve ¢evresel kirlenmeyi azaltma potansiyeli tasidigindan,
kimyasal madde iireticileri, bu enzimlerden pestisit {iretimi ve c¢esitli yeni
tiriinlerin/siire¢lerin gelistirilmesi i¢in yararlanma cabasina girmislerdir. Aktivitesini uzun
siire koruyan immobilize lipaz formlarinin kullanilmasi maliyeti de diistirmektedir. Son
zamanlarda, lipaz uygulamalan ile iiretilen ¢esitli pestisitler (insektisitler, herbisitler,
fungisitler ve onlarin onciilleri) kullanilmaktadir. Lipazlarin pestisitlerin ve optik olarak
aktif bilesiklerin iiretimine yonelik kullanimlari, en 6nemli uygulama alanlar1 arasinda
yerini almaktadir. Bu bilesikler genellikle, karboksilik esterler ya da alkollerin rasemik

karisimlarinin ¢ozeltilerinden tiretilirler (Pandey vd., 1999).
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1.4.13. Lipazlarin Deri Endiistrisinde Kullanim

Deri islemeciliginde; deri altindaki yaglarin uzaklastirilmasi ve killarin yok edilmesi
gerekir. Lipaz ve proteaz gibi hidrolitik enzimleri igeren enzim kombinasyonlariyla, deri
islenmesinde yeni bir yol agilmaktadir. Derinin, i¢inde su bulunan bir kiivete alinarak
yikanmasi ve killarindan arindirilmasini igeren yeni bir enzimatik yontemle, deri
tabaklamaya hazir hale getirilmektedir. Ortam pH'siin 8.0-13.0 araliginda oldugu
kiivetlerde, alkali lipaz kullanilmaktadir. Bu islemde suya batirma, yikama, kildan
arindirma basamaklarinda bir ¢esit ylizey aktif ajan (tensit) kullanilarak, deterjan kullanimi
en diisiik seviyeye indirilir. Tabaklama islemleri genellikle bazik ortamda yapilir. Bu
ylizden alkalofilik mikroorganizma kaynakli enzimler, bu tip uygulamalarda daha yararl
olmaktadir. Yiiksek alkali kosullarda biiyliyebilen ve enzimleri deri islenmesinde
kullanilmak {izere elverisli olan bir¢ok Bacillus tiiri bulunmustur. Alkalen lipazlar;
alkalen/nétral proteazlar ve siirfaktan igeren bir karisim i¢inde kullanilabilirler (Pandey

vd., 1999).

1.4.14. Lipazlarin Cevre Yonetiminde Kullanim

Atiklarin yok edilmesi i¢in yapilan biyoremediasyon (toprak ya da suda meydana
gelen kalintilarin, cesitli organizmalar veya iirettikleri enzimler sayesinde uzaklastirilmasi)
islemi, biyoteknolojide kullanilan yeni bir yontemdir. Cesitli kaynaklardan elde edilen
lipazlar kullanilarak, yagl atiklar ve yag kalintilar1 temizlenebilmektedir. Lipazlar ayrica
atik sularin aritilmasinda genis bir kullanim alan1 bulmustur. Gelistirilen bir teknoloji ile
fabrikalarda atik sularin aritimi sirasinda olusan tortulardan biyogaz elde edilmektedir. Bu
teknolojide, i¢inde lipazin da yer aldig1 enzim karisimlar: kullanilmaktadir.

Yapilan bir bagka calismada, atiklarin, lipofilik mikroorganizmalarin dogrudan atik
icinde {iretilmesi yoluyla artilmasi hedeflenmektedir. Lipazlarin kullanildigi diger bir
uygulamada, kullanigh iiriinler icindeki polyester atiklari indirgenerek, laktonlarin ve
esterifiye olmamis yag asitlerinin liretimi saglanmaktadir. Lipazlarin biyoremediasyonda
kullaniminin 6nemi, gergeklestirilen basarili uygulamalar sayesinde artmistir. Lipazlar; su
sogutma sistemlerinde olusan biyofilm tortularmin kaldirilmasinda, atik yaglarin
degerlendirilmesi ve fabrikalardan ¢ikan atik gazlarin saflagtirilmasinda kullanilmaktadir.

Lipofilik mikroorganizmalarin, 6zellikle mayalarin kullanilmasi ile endiistriyel atiklardan
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tek hiicre proteini liretimi; atik yoOnetiminde lipazlarin farkli uygulama alanlarmin
olusmasina yol agmaktadir. Lipazlar, yag fabrikalarinin atik sularina karisan zeytinyagi
gibi yaglarin yok edilmesi i¢in de kullanilmaktadir. Bu islem, atiklarin i¢inde lipaz iireten

mikroorganizmalarin liretilmesiyle gerceklestirilmektedir (Pandey vd., 1999).

1.4.15. Lipazlarin Kozmetik ve Parfiim Endiistrisinde Kullanimi

Lipazlar, siirfaktanlar ve aroma iiretimindeki aktivitelerinden dolay1r kozmetik ve
parfiim endiistrisinde kullanilmaktadir. Siirfaktanlar ve aromalar kozmetik ve parfiimlerin
baslica bilesenleridir. Monoagilgliseroller ve diagilgliseroller, gliseroliin lipazlar tarafindan
katalize edilen esterifikasyon reaksiyonlar1 sonucu elde edilen ve kozmetikte kullanilan
stirfaktanlardir. Karigik asit poliesterleri ve agilgliserol ester yag asitleri, lipaz araciligiyla

tiretilen kozmetiklerin ana bilesenleridir (Pandey vd., 1999).

1.5. Lipaz Kaynaklan

Lipaz enzimleri hemen hemen tiim canhlar yani bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir.

Hayvansal kaynakli lipazlardan pankreatik lipaz iizerinde en ¢ok arastirma yapilan ve
en 1iyi bilinen lipolitik enzimdir (Brackerhoff ve Jensen, 1974). Bitkisel kaynakh
lipazlardan bazi fasulye tiirleri ve hububatlar bu enzimin kaynaklaridir (Taweel ve Sungur,
1995). Fasulye tiirlerinden elde edilen lipazlar uzun zincir spesifitesi ve pozisyonal
spesifite gostermektedir (Jacob, 1994).

Lipaz iireten mikroorganizmalar oldukc¢a genis bir dagilim gosterir (Godtfredsen,
1990). Mikrobiyal lipazlar bakteri, kiif ve mayalardan elde edilmektedir. Lipazlarin elde
edildigi kaynak, optimum aktivite gosterdikleri pH ve sicaklik araligimi etkilemektedir.
Cizelge 2.1'de farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen lipazlarin optimum pH ve
sicaklik araliklar1 goriilmektedir (Taweel ve Sungur, 1995; Stead, 1986).

Ekstraseliilar lipazlarin uygun kosullar altinda birgcok mikroorganizma grubu
tarafindan tretildigi ve Corynebacterium acnes, Leptospira pomona gibi patojenik bakteri
lipazlarinin bu bakterilerin virulans1 ile iliskili oldugu, bakteriyal lipazlarin evsel
atiklardaki yaglarin parcalanmasi veya nehir sedimentlerinin ekolojik goriintiisii gibi

cevresel problemlerle iliskili oldugu, yag iceren giinliik {iriinlerin ve diger yagh gidalarin
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Tablo 1. Farkli mikrobiyal kaynaklardan elde edilen lipazlarin optimum pH ve sicaklik

araliklar
Kaynag Optimum Sicakhik Optimum pH
Aspergillus niger 30-40 °C 5.0-7.0
Mucor japonicus 30-45 °C 5.5-8.5
Rhizopus delemar 30-45 °C 5.0-7.0
Rhizopus japonicus 30-45 °C 5.0-7.5
Penicillium cyclopium 30-50 °C 4.5-7.5
Penicillium roqueforti 25-35°C 6.0-8.0
Humicola lanuginosa 40-60 °C 5.5-8.5
Candida cylindraceae 30-50 °C 5.0-8.0
Yarrowia lipolityca 25-35°C 5.0-8.0
Geotrichum candidum 40-60 °C 5.0-8.0
Pseudomonas fragi 30-55°C 7.0-9.0
Pseudomonas aeruginosa 50°C 7.0-9.5
Pseudomonas fluorescens 30-50 °C 7.0-9.0

Ozellikle psikrotrofik bakterilerin lipazlar1 ile bozundugu ve esas olarak funguslardan elde
edilen lipazlarin ve onlarin farkli substrat spesifitesinden dolay1 gida ve diger endiistrilerde
bircok kullanim alani bulmasindan dolay1 ¢esitli arastiricilarin tercih nedeni olmustur
(Stead, 1986).

Lipolitik 6zellige sahip ve siitte bozunmaya neden olan psikrofik bakteriyal flora
icersinde Gram negatif basil olan Pseudomonas genusu i¢inde dominant olarak bulunan P.
fluorescens ve bunun yaninda P. putida, P. fragi, P. aeruginosa’nin bulundugu
saptanmistir ~ (Stead, 1986). Ayrica Alcaligenes, Areomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium ve koliform gibi psikrofil Gram negatif bakteriler ile beraber Micrococcus,
Bacillus, Lactobacillus ve Arthrobacter gibi Gram pozitif psikrofil tiirlerin de ¢ig siitte
bulundugu Cousin (1982) tarafindan rapor edilmistir (Stead,1986). Streptomyces sp.
Streptomyces fradiae lipazlari oldukga yiiksek aktivite gostermektedir (Sztajer vd., 1988).

Pseudomonas fragi‘den elde edilen lipaz, 2-monogliserid tiretimi i¢in trigliseridlerin
1,3 pozisyonundaki yag asitlerini tercihen hidrolizler. Boyle pozisyonal spesifiteye sahip
bazi fungal lipazlar da Apergillus niger ve Rhizopus delemar’da saptanmustir (Stead,

1986). Rhizopus lipazlari, stereo segici degildir fakat ya 1 ya da 3 pozisyonundaki yag
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asitlerini hidrolizler. Rhizopus arrhizus’dan elde edilen lipaz optimal pH, yiiksek katalitik
oran, trigliseridlerin primer esterleri i¢in 6zgiilliik gibi 6zellikleri ile pankreatik lipaza
benzer ozellikler gostermektedir (Brockerhoff ve Jensen 1974). Penicillium roqueforti ve
P. camemberti olgunlastirilmis peynirlerde en yiiksek lipolitik aktiviteye sahiptir. P.
roqueforti lipazt Mn>* ve Mg®" iyonlarimin varliginda aktivite gosterirken, P. camemberti
lipazt Ca*" iyonlarinin ortamda bulunmasi ile maksimum aktivite gostermektedir (Fox,

1991).

Tablo 2. Endiistriyel olarak 6nemli lipaz tireticileri ve iiretim sirketleri (Godtfredsen, 1990)

Lipaz Ureticisi

Firma

Achromobacter sp.

Meito Sangyo

Alcaligenes sp.

Meito

Arthtobacter sp.

Sumitomi

Aspergillus niger

Amano, Novo, R6hm

Candida cylindraceae

Amano, Enzyme Dev. Co., Metio

Chromobacterium viscosum

US Biochemicals, Toyo Lozo

Humicola lanuginosa

Amano, Novo

Mucor miehei Amano, Gist, Rohm, Novo
Phycomyces nitens Takedo
Pseudomonas sp. Amano
Pseudomonas aeruginosa Amano
Pseudomonas fluorescens Amano

Rhizopus sp.

Serva, Nagase

Rhizopus arrhizus

Precibio (France), Boehringer-Mannheim,
Rapidase, Gits-Brocades

Rhizopus delemar

Chemical Dynamics, Tanabe

Rhizopus japonicus

Amano, Nagase, Osaka Saiken Lab

Rhizopus niveus

Amano

Fungal lipazlar iizerinde 1950’lerden beri ¢alisilmaktadir ve Lawrence, Brockerhoff

ve Jensen kapsamli goriisler sunmuslardir. Bu lipazlar, diisik maliyetli soy verme

Ozelliklerinin olmasi, 1siya ve pH’ya karst dayanikli olmalari, substrat ozgiilliigii ve
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organik coziiciilerde aktif olmalarindan dolay1 kullanilmaktadirlar. Ticari lipazlarin baslica
tireticileri Aspergillus niger, Candida cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei,
Rhizopus arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus ve R. oryzae tiirleridir. Lipazlar bu
kiiflere ilave olarak, Penicillium cyclopium (Okumura vd., 1981), P. citrinum (Kriger vd.,
1997; Pimentel vd., 1994), Aspergillus japonicus, Mucor japonicus (Godtfredsen, 1990;
Decagny vd., 1998), M. meihei (Decagny vd., 1988; Safari vd., 1993) tarafindan da
tretilmektedir.

Lipazlarin endiistriyel capta {iretimi sec¢ilmis mikroorganizmalarin kiiltiirleri ile
yapilmaktadir. Tablo 2’de giliniimiizde endiistriyel olarak uygulanabilir lipaz iireticileri ve
tiretim sirketleri belirtilmistir (Godtfredsen, 1990).

Endiistriyel olarak onemli lipaz iireten mayalar Candida cylindraceae, C. curvata,
Yarrowia lipolytica, C. mycoderma, Debaraomyces mycoderma, Rhodotorula pilimanae,
R. rubra, Geotrichum candidum ve Cryptococcus albidus’tur (Jacob, 1994; Jacobsen vd.,
1989; Muderhwa vd., 1986; Huang vd., 1988; Fox ,1991).

1.6. Protein Saflastirma Teknikleri

Proteinler; ¢oziiniirliik, biiytliklik, yik ve 6zgiil baglanma afiniteleri gibi karakteristik
Ozelliklerine gore saflastirilabilirler. Protein saflastirma ¢alismalar1 sonucunda elde edilen
saf/kismen saf proteinlerin biyokimyasal islevleri incelenebilir ve proteinlerin aminoasit
dizileri dogrulanabilir. Saf proteinler veya ligandlan ile etkilesimde olan proteinler ile
yapilan X-1s1mn1 kirinim analizleri ile proteinlerin {iglinctil yapilar1 hakkinda bilgi
edinilebilir.

Protein saflagtirma ¢aligmalarinda asil amag, istenilen proteinin, diger proteinlerden ve
protein olmayan hiicre bilesenlerinden ayrilmasidir. Protein saflagtirmasinda istenen en iyi
sonug; istenilen protein miktarinda ve aktivitesinde azalma olmazken, diger proteinlerin

miktarinin azalmasidir (Berg vd., 2002; Dennison, 2002).

1.6.1. Coktiirme Yontemleri

Protein kimyasi ¢calismalarinin erken evrelerinde, enzimlerin birbirinden ayrilmasi igin
kullanilan baslica yol, proteinlerin icinde bulunduklar1 ¢oziiciide yapilan degisiklikler

yoluyla ¢oktiiriilmesiydi. Giiniimiizde gesitli ¢oktiirme yontemleri uygulanmaktadir. Bu
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yontemlerin en ¢ok kullanilanlar arasinda; polietilen glikol ¢oktiirmesi, ¢esitli ¢oziiciiler
kullanilarak ¢oktiirme islemleri ve tuz ¢oktlirmesi sayilabilir.

Yiiksek tuz konsantrasyonunda gerceklestirilen ¢oktiirme islemi, temelde protein
yiizeyinde bulunan hidrofobik aminoasit rezidiilerine dayanir. Proteinlerin hidrofobik yan
zincirlere sahip amino asitleri yiizeyde konumlanmakta ve sulu ¢ozeltiler i¢indeki su
molekiilleri, bu yan zincirler etrafinda toplanarak kiimeler olusturmaktadir. Coziinen tuz
iyonlari, proteinlerin ¢evresinde kiimelenmis serbest su molekiilleriyle etkilesime girerek
proteinlerdeki yan zincirlerin birbirleriyle etkilesmesine olanak yarattigindan proteinler
yiiksek tuz konsantrasyonunda g¢okerler. Bu nedenle, yiizeyinde daha fazla hidrofobik
nokta tastyan proteinler daha erken ¢okerken, daha az apolar yan zincir igeren proteinler
daha yavas ¢cokeceklerdir.

Coktiirme islemlerinde; siilfat ve fosfat gibi anyonlarin, potasyum, sodyum ya da
amonyum gibi katyonlarla olan tuzlar tercih edilmektedir. Bu tuzlar, proteinle dogrudan
etkilesime girmek yerine, kiimelenmis su molekiillerine baglanarak, proteinlerin kolay bir
sekilde ¢okelmesini saglayacak niteliktedir. Diger tuzlara gore nispeten daha saf olmasi,
ucuz olarak elde edilmesi ve daha iyi bir ¢oziiniirliige sahip olmasindan 6tiirli, amonyum
stilfat en ¢ok tercih edilen tuzdur. Amonyum siilfat tuzunun pH, ¢ézliniirliik, 1s1, yogunluk
gibi etkenlerle uyumlu olmasi ve proteinlerin yapilarinin bozulmasina engel olarak
proteinleri kararli kilmasi, bu tuzun tercih edilmesindeki diger nedenler arasinda
sayilabilir. Coktiirme islemi i¢in ayrica organik ¢oziiciiler de kullanilmaktadir. Bu
yontemde hidrofobik bolgeler etrafindaki su, organik ¢dziicii molekiilleri ile yer degistirir.
Suda c¢oziinebilen proteinlerin ¢oziinme orami azalir ve proteinler arasi etkilesimin
gerceklesmesi sonucunda proteinler bir araya gelerek ¢okerler (Scopes, 1994; Dennison,

2002).

1.6.2. Diyaliz

Coktiirme islemi gerceklestikten sonra ortamda kalan tuz, sonraki saflastirma
basamaklarinda biyolojik aktiviteyi etkilemekte ve iyonik degisimlere neden olmaktadir.
Bu nedenle protein ¢ozeltisi iginde yer alan tuzun ¢oktiirme islemini takiben ortamdan
uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Bu amagla diyaliz islemi gergeklestirilir. Diyaliz
isleminde, secilmis biiyiikliikte gozeneklere sahip selilloz membran gibi yar1 gegirgen

membranlar kullanilmaktadir. Kismen saflagtirilmis protein 6ziitli yan gegirgen membran
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i¢cine alinir. Protein molekiillerinin biiylikliigli, membran {izerindeki porlarin ¢apindan daha
bliyiiktiir. Bu nedenle, 6rnege goreceli biiyiik bir hacimde ve uygun iyonik gilicteki tampon
cozelti icine birakilan membran, tuz ve tamponun gegisine izin verirken, protein
molekiillerine gecit vermez. Boylece, biiyiikk proteinlerin membran iginde kalmasi
saglanirken, diger ¢dziinen molekiiller membrandan diyaliz tamponuna gegerler. Ilgilenilen
proteini igeren ¢ozelti, diyaliz tamponu siklikla degistirilerek fazla tuzdan arindirilir.
Diyaliz, fazla tuzun protein materyalinden uzaklastirilmas:t i¢in en sik kullanilan
yontemdir.

Bu asamadan sonra gergeklestirilen saflastirma basamaklarindaki amag; ilgilenilen
proteinin diger proteinlerden daha biiylik oranda ayrilmasi, istenilen protein miktarinda ve
aktivitesinde azalma olmaksizin proteinin saflastirilmasidir. Bu asamada ¢esitli
kromatografik yontemler kullanilir. Kromatografik yontemler sayesinde proteinler
biiytikliiklerine, iyonik yiiklerine veya 6zgiil molekiillere olan ilgilerine gore birbirlerinden
ayrilabilir. Kullanilacak kromatografik yontem, ¢alisilan proteinin 6zelliklerine gore segilir

(Berg vd., 2002; Dennison, 2002; Scopes, 1994).

1.6.3. Kromatografik Yontemler
1.6.3.1. Molekiiler Elek Kromatografisi

Bu kromatografi yontemine literatiirde “Jel filtrasyon”, “Jel permeasyon”, “Jel
ekskliizyon” isimleri de verilmektedir. Iyi bir ayirim potansiyeline sahip olan molekiiler
elek kromatografisi, proteinleri biiylikliiklerine gore ayirir. Protein 6rnegi, ¢éziinmeyen
ancak yapisinda yiiksek derecede su iceren dekstran ve agaroz gibi karbohidrat ya da
poliakrilamit boncuklardan olusan ve porlar1 olan bir matriksle ayrilmaktadir. En ¢ok
bilinen ticari matriks ornekleri; Sefadeks (¢apraz bagli dekstran), Biojel (capraz bagh
poliakrilamit boncuklan) Sefakril, Siiperoz ve Siiperdeks'dir. Bu matrikslerde, kiiciik
proteinler boncuklarin i¢inden gegerek gruplara ayrilirken, biiylik molekiiller yalnizca
boncuklarin arasindaki porlarda, tampon i¢inde konumlanirlar. Bir karisim halinde
uygulanan proteinlerden biiyiik olanlari, boncuklar arasindan hizla akarak kolondan
ayrilirken, daha kiigiik molekiiler biiyiikliige sahip olanlar, bu boncuklu yapida oyalanarak

kolondan daha ge¢ cikabilmektedirler. Molekiiler elek kromatografisinde, cesitli yeni jel
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materyallerinin gelistirilmesiyle daha genis bir molekiiler agirlik araliginda bulunan

proteinleri daha hizli ayirmak iizere olanak yaratilmaktadir (Scopes, 1994; Berg vd., 2002).

1.6.3.2. Iyon Degisim Kromatografisi

fyon degisim kromatografisinde proteinler, verilen pH degerindeki net yiiklerine gére
ayrilirlar. Matriks, proteinlerle elektrostatik ¢ekimlerine gére iliski kurar. Iyon degisim
kromatografi matriksleri, anyon degisim (pozitif yiiklii matriks) ve katyon degisim (negatif
yiiklii matriks) matriksleri olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir. En ¢ok bilinen anyon
degisim kromatografileri arasinda; Dietil aminoetil (DEAE-) ve Trietilaminoetil, Kuaternar
amino etil (TEAE-, QAE-) sayilabilir. Katyon degisim kromatografileri kimyasal olarak iki
gruba aynlirlar. Bunlar zayif “Carboxymethyl substituent” (CM-), gii¢lii siilfonat
gruplaridir (S- ve SP-). Eger protein pH 7.0’de net bir pozitif yiike sahipse, saflagtirma
negatif yiiklii bir kolonla gerceklestirilir. Sodyum iyonlari, matrikse baglanmak {izere
proteinler {lizerindeki pozitif yiiklii gruplarla yaristiklarindan, yogun pozitif yiike sahip
proteinler, yikama tamponunda yer alan NaCl ya da bagka bir tuzun konsantrasyonunun
arttirtlmasiyla kolondan ayrilirlar. Diisiik yogunlukta pozitif yiiklii gruplar i¢eren proteinler
matriksten erken, digerleri ise daha ge¢ ayrilmaktadir. Pozitif yiikli proteinler (katyonik
proteinler), karboksimetil seliiloz (CM-) gibi katyon degistirici matriksler ile ayrilabilirken;
negatif yiikli olanlar (anyonik proteinler), DEAE gibi anyon degistirici matriksler ile
ayrilabilmektedir (Scopes, 1994; Berg vd., 2002).

1.6.3.3. Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi protein saflagtirmada uygulanan diger bir gii¢lii kromatografi
yontemidir. Bu teknik, 6zgiil kimyasal gruplara yiliksek oranda afinite gosteren proteinlerin
saflagtirllmasin1 saglar. Afinite kromatografisinde, istenen proteinle 6zgiil olarak iliski
kurabilen ve immobilize haldeki dogal ligantlar kullanilir. Ligant, kolon ig¢inde
paketlenebilen uygun parcaya immobilize edilir ve proteini iceren 6rnek kolondan gegirilir.
Istenen proteinle 6zgiin etkilesim kurulurken, diger proteinler kolondan dogrudan gegerler.
Matrikse baglanan proteinler matriksten yiiksek konsantrasyonlarda tuz ya da afinitesi daha

giiclii bir baska ligant iceren ¢ozeltilerin gegirilmesi ile geri kazanilabilmektedir. Afinite



19

kromatografisinin basarisi, protein ile yem olarak kullanilan molekiiliin birbirlerine olan
ilgisinin giiciine baghidir (Berg vd, 2002).

Mikrobiyal lipazlarin bir¢ogu hiicre disina salgilanir. Fermentasyon siirecini hiicrelerin
santrifiij ya da filtrasyon eliyle sivi kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasi izler. Hiicre
icermeyen kiiltiir, ultrafiltrasyon, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ya da organik ¢oziiciilerle
yapilan oziitleme ile konsantre edilir. Literatiirde mevcut saflastirma siireclerinin yaklasik
% 80'inde ¢oktiirme islemleri kullanilmis olup, bu ¢alismalarin % 60 kadar1 amonyum
stilfat, % 35'1 ise etanol, aseton ya da genellikle hidroklorik asit olmak iizere asitlerin
kullanilmastyla gergeklestirilmistir. Coktiirme basamagini, iyon degisimi, jel filtrasyon ve
affinite kromatografisi gibi bir veya daha fazla kromatografik yontem izler (Saxena ve ark.,
2003).

Mikrobiyal ve memeli kokenli lipazlarin saflastirilmasi, enzimlerin ii¢ boyutlu
yapisinin ve primer aminoasit dizisinin belirlenmesine olanak saglamaktadir. Saflastiriimis
lipazlarin X-151m1 kirmim analizleri, yapi-islev iligkilerinin irdelenmesine imkan vermekte,
ayrica lipazlarin hidroliz, sentez ve transesterifikasyon mekanizmalarinin aydinlatilmasina
katkida bulunmaktadir (Taipa ve ark., 1992).

Istenilen saflik derecesi igin tek kromatografik basamak genellikle yeterli
olmadigindan ardisik kromatografik basamaklarin kullanilmasi s6z konusudur. En yaygin
kullanilan kromatografik yontem iyon degisim kromatografisidir. Caligmalarin yaklasik %
67’sinde tercih edilmekte, bu grup calismalarin % 29’unda birden fazla iyon degisim
kromatografisi kullanilmaktadir. En ¢ok kullanilan anyon degisim kromatografisi dietil
aminoetil (DEAE-) (calismalarin % 58’inde), katyon degisim kromatografisi ise karboksi
metil selillozdur (CM-). Son zamanlarda Q-sefaroz ve trietil aminoetil gruplarina dayanan
giclii iyon degistiricilerin kullanim1 da artmistir. Cok kullanilan saflagtirma
yontemlerinden ikincisi olan jel filtrasyon, saflagtirma ¢alismalarinin birgogunda
kullanilmaktadir. Bazi ¢aligmalarda bir kezden daha fazla kullanilir. Afinite kromatografi,
saflastirma calismalarinin % 27’sinde kullanilmaktadir. Kromatografik teknikler arasinda
% 18 oraninda tercih edilen hidrofobik etkilesim kromatografisi, oktil ya da ferdi islevsel
gruplarindan olusan hidrofobik tutucular ile birlikte kullanilir. Memeli kokenli ve fungal
lipazlarin glikoprotein dogasindan dolayi, saflagtirma calismalarinda Conconavalin A ve
Heparin kullanilmaktadir. Adsorbsiyon kromatografisi, saflastirma calismalarinin
bazilarinda tercih edilmektedir ve adsorban olarak en ¢ok hidroksiapatit kullanilmaktadir

(Saxena vd., 2003).
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Afinite yontemlerine genellikle saflastirma ¢alismalarinin ilk asamalarinda bagvurulur.
Ancak afinite kromatografi materyalleri pahali oldugundan, ¢oktiirme basamaklarini
takiben siklikla, daha ekonomik olan iyon degisim ve jel filtrasyon kromatografileri tercih
edilmektedir. Jel filtrasyon kromatografisinin yiiklii proteinler i¢in ayirma kapasitesinin
diisik olmasina karsin, saflastirma c¢alismalarinin ilk basamaklarinda kullanildig
orneklerin yanmi sira, son basamak olarak tercih edildigi saflastirma gsemalar1 da
bulunmaktadir (Saxena vd., 2003).

Mikrobiyal lipazlari saflastirmak icin secilen kromatografik yontemler ayni ham
lipazin saflastirma siirecinde bile farklilik gosterebilir. Bir saflastirma yonteminin se¢imi,
cogunlukla toplam saflastirma semasinin 6zel bir boliimiinde bu yonteme duyulan
gereksinime baghdir. Lipaz saflastirilmasinda, alisilagelmis prosediirler bazen sorun
yaratir, uzun silirer ve enzim diigiik bir verimle elde edilir. Son zamanlarda lipaz
saflagtirmasinda yeni teknolojilere basvurulmaktadir (Saxena vd., 2003). Membran
prosesler, immiinosaflastirma, hidrofobik etkilesim kramotografisi, lipaz saflastirma

caligmalarinda uygulamaya yeni giren yontemlerdir (Saxena vd., 2003; Gupta vd., 2004).

1.7. Mikrofunguslar

Toprak mikroorganizmalar bakimindan c¢ok zengindir. Topragin canli kismini
olusturan mikroorganizmalar icerisinde bakteriler en fazla olanidir. Daha sonra ise
aktinomisetler, funguslar, protozoonlar ve toprak mikrofaunas1 gelir (Brady, 1990).
Toprakta mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen faaliyetlerde mikrofunguslar 6zel
Ooneme sahiptir. Mikrofunguslar ger¢ek hiicre c¢ekirdekleri olan, eseyli ve eseysiz
ireyebilen ve klorofil igermeyen canlilardir.

Mikrobiyal kaynaklar arasinda mikrofunguslar ©nemli bir yere sahiptir.
Mikrofunguslar, primer metabolitlerinden olan enzimleri ile endiistriyel agidan énemli bir
kaynak olabilmektedir (Brady, 1990).

Mikrofunguslardan mikrobiyal aktiviteleri sonucu cesitli enzimler, organik asitler,
antibiyotikler, alkoller, vitaminler ve proteinler (Tek Hiicre Proteini) gibi biyolojik ve tibbi
oneme sahip molekiiller elde edilmektedir (Biyik, 1993). Endiistriyel boyutta liretim amaci
ile enzimlerin kullanilmaya baslanmas1 son yillarda artig gostermektedir. Ticari enzimlerin

hemen hemen tamami biyolojik materyallerden izole edilmektedir (Telefoncu, 1997).
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1.7.1. Mantarlarin Siniflandirilmasi

Mantarlarin = siniflandirmas1 konusunda tartismalar devam etmekte ve yapilan
siniflandirmalar degismektedir. Gilinlimiizde daha ziyade Alexopoulous ve Mims’in (1996)
yaptig1r siniflandirma kullanilmaktadir. Bu smiflandirmada alti simif tanimlanmistir:
Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes, Fungi
Imperfecti. Bu c¢alismanin konusunu olusturmasi bakimindan Mucorales ordosu

tiyelerinden olan Mucor cinsinin dahil oldugu Zygomycetes sinifi iizerinde durulacaktir.

1.7.1.1. Zygomycetes Sinifi

Bu siifta bulunan mantarlarin ¢cogunlugu saprofit olarak yasarlar. Topraktaki organik
maddelerin parcalanmasinda faydali, fakat bircok depolanmis besin maddelerinin
bozulmasinda rol almalari ile de zararli olurlar. Bu smiftan parazit olan mantarlar bazi
yuksek bitkiler, bocekler, protozoa ve mantarlar lizerinde kimisi zayif, kimisi fakiiltatif,
kimisi de obligat parazit olarak yasarlar. Smifin adi, bunlarin eseyli ¢ogalmalarinda iki
gametangiumun tamamen birlesmesi neticesi meydana gelen sporlarinin zygospor
olusundan ileri gelir. Bu sinifta eseysiz ¢ogalma neticesiyle sporangiospor ve konidia
olusur. Bunlarin her ikisi de hareketsiz sporlardir. Bu sebeple Zygomycetes iiyeleri karaya
uyum saglamis mantarlardir. Hayat devrelerini tamamlamak i¢in suya ihtiyaglar1 yoktur
(Oner, 1998).

Zygomycetes sinifi biiylime durumlari, yetisme ortamlar1 ve eseysiz ¢ogalmalarina

gore 3 takima ayrilmistir: Mucorales, Entomophtorales ve Zoopogales.

1.7.1.2. Mucorales Ordosu

Bu takim i¢inde incelenen mantarlarin biiyiik kismi saprofitik, pek az1 da parazit olarak
yasar. Bazi Mucor ve Rhizopus tiirleri insan sinir sisteminde parazit olarak bulunabilir ve
hastalik etkeni olabilmektedirler. Mucorales tiirleri, toprakta bol miktarda bulunur ve
toprakta bulunan bitki ve hayvan artiklarinin parcalanip tekrar bitkilerin alabilecegi forma
doniistiiriilmesinde ayrigtirict mikroorganizmalar olarak rol oynarlar. Bu grupta yer alan
bazi1 mantarlar, basit karbohidratlar1 kolayca pargaladiklarindan biinyesinde karbonhidrat

iceren besin maddelerinin bozulmasinda rol oynayarak zararli olurlar. Bunun yani sira
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endiistride kullanilan ve insanlik i¢in faydali olan bazi mantarlar da mevcuttur. Mesela
Rhizopus stolonifer laktik asit ve fumarik asit, Rhizopus oryzae alkol ve laktik asit, diger
baz1 Mucorales {liyeleri sitrik asit, oksalik asit, suksinik asit ve baz1 enzimlerin sentezinde

kullanilirlar (Oner, 1998).

1.7.1.3. Mucor Cinsi

Mucor Mich. ex. Fr. 1832 cinsinin morfolojik 6zellikleri Toprak Mikrofunguslari
(Hasenekoglu, 1991) adli eserde soyle ifade edilmektedir: Koloniler genellikle ¢cok hizl
geligir. 20 °C’de 3-5 gilinde kabim1 tamamen doldurmakta, genellikle birka¢ santimetre
ylksekliginde, beyaz-sar1 ve daha sonra genellikle sporangiumlarin gelismesi sonucu koyu
gri renkte olmakta, sporangioforlar yogun bir kece olusturmakta, dik, bazal rizoidler yok,
az veya c¢ok simpodiyal olarak, bazen de rasemoz olarak dallanmakta, u¢larinda ¢ok sporlu

sporangiumlar gelismekte, apofiz yok, biiylik bir kolumella var, sporangium ¢eperi hemen

Sekil 2. Mucor hiemalis f. corticola (Hagem) Schipper'in petri kabindaki ve
mikroskobik goriintiisii (X40)

erimekte, veya devam ederek olgunlasinca pargcalanmakta, genellikle kalsiyum oksalattan
olusan ignelerle kapli, sporangiosporlar seffaf, grimsi veya kahverengimsi, diiz ¢eperli
veya hafif piiriizlii, globoz-elipsoidal, baz tiirlerde seffaf klamidosporlar gelismekte, batik
hifler maya benzeri ve genellikle oidium olarak adlandirilan hiicreler olugmakta,
zigosporlar havai misellerde ciftlestirilebilir tipler arasinda gelismekte, koyu kahverengi,
karakteristik ve az veya ¢ok satellat sigilli, suspansorlar esit, tiirler genellikle heterotallik,

nadiren homotalliktir (Domsch vd., 1980)
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Sekil 3. Mucor hiemalis tiiriniin mikroskobik goriintiisii. a, b:
Sporangioforlar, ¢, d: sporangiumlar ve sporangiosporlar, e, f:
kolumella (a, x640, b, x460, c, x1600, d, x1900, e, x1600, f,
x2500)(de Hoog vd., 2000)

1.8. Calismanin Amaci ve Onemi

Lipazlar bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda yaygin bir sekilde bulunurlar. Memeli
kaynakli lipazlar tizerinde bir¢ok calisma yapilarak karakterize edilmislerdir. Gilinlimiizde
pahalt memeli enzimlerine karsi 1yi bir alternatif olan mikrobiyal lipolitik enzimlere olan
ilgi artmaktadir. Bu enzimler, bir¢ok katabolik metabolizmada is gordiiklerinden dolay1,
genis bir substrat 6zgiilliigii gosterirler. Lipazlar kofaktore ihtiya¢ duymamalari, genis bir
optimum pH araligina sahip olmalari, organik c¢oziiciilerde genellikle kararli olmalari,

sadece lipidlerin hidrolizi degil, ayn1 zamanda endiistriyel olarak degerli iirlinlerin sentezi
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icin de kullanilmalar1 aragtirmalarin yogunlasmasini saglamistir. Fungal lipazlar iizerinde
tilkemizde yapilan ¢alisma sayis1 ¢ok azdir (Topal vd., 2000; Fadiloglu ve Erkmen, 2002).
Bu calismanin, alandaki bu boslugu kismen de olsa dolduracag diisiiniilmektedir.
Calismada, Rize’de c¢ay yetistirilen topraklardan izole edilip tanimlanan
mikrofunguslarin lipolitik aktivitelerinin belirlenmesi, en iyi aktivite gosteren mikrofungus
lipazinin saflastirilmasi, enzimin optimum pH, optimum sicaklik, 1s1l kararliligi, pH
kararliligt ve bazi metal iyonlarinin enzim {izerine etkisinin belirlenmesi g¢alismalari

yapilarak, enzimin endiistriye kazandirilmasinda temel adimlarin atilmasi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Kullamilan Cihazlar

Tablo 3. Kullanilan cihazlar

Cihaz Adx Model Firma
UV-Vis Spektrofotometre UV-2601 Shimadzu
Sogutmali santrifiij Rotina 35R Hettich
Protein elektroforezi P81 Owl Scientific
pH metre HI 9025C Hanna

Jel goriintiileme Sistemi Digi-Doc It UVvP
Inkiibator BD 115 Binder
Thermoblok - Stuart Scientific
Peristaltik Pompa SJ-1211 Atto
Fraksiyon Kolektorii 2112 LKB
Calkalayict 3005 GFL
Calkalayicili su banyosu ST-402 Niive

2.1.2. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. Kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri firmalar

Kimyasal Temin Edilen Firma Katalog No
S-merkaptoetanol Merck 1.12006
2-propanol Merck 1.00995
4-nitrofenol Sigma 1048

Agar Fluka 05039
Akrilamid Sigma A3553

Alfa naftil asetat Sigma N8505
Amonyum siilfat Sigma 11225

APS Merck 1.01200
Arabic Gum Sigma G9752

Asetik Asit Riedel de Haen 27225
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Aseton Teknik

CuSO4 Sigma C1297
Benzamidine Sigma B6506
Bromofenol mavisi Merck 1.08122
CaCl, Merck 1.02389
EDTA Sigma E9884
Etanol Riedel de Haen 32221
Fast Red-Tr Sigma F8764
FeS0,4.7H,0 Merck F7002
Folin belirteci Fluka 47641
Gliserol Merck 1.04092
Glisin Sigma G8898
Glukoz Merck 1.08342
HCI Fluka 84434
K,HPO4 Merck 1.05101
KH,P04.3H,0 Merck 1.12040
Maya ekstrati Merck 1.03753
Metanol Riedel de Haen 24229
MgSO4 Sigma M7506
MnSO4.H,O Sigma M7634
N,N'-metilen bisakrilamid Sigma M7279
NacCl Merck 1.06404
Na,COs Merck 1.06398
N,HPO,.12H,0 ADR 1039-32-4
NaH,PO,4 Merck 1.06398
NaNj Sigma S8032
NaOH Merck 1.06494
Pepton Fluka 68971
PDA Merck 1.10130
PMSF Sigma P7626
p-NPP Sigma N2752
SDS Merck 1.12012
Sodyum potasyum tartarat Sigma S2377
Tribiitirin Fluka 91012
Tris Bio-Rad 161-0719
Triton X-100 Merck 1.08605
ZnS04.7H,O Sigma 74750

2.1.3. Funguslar

Calismada kullamlan mikrofunguslar Rize Universitesi Biyoloji Boliimii Kiiltiir

Koleksiyonu’ndan sagland1 (Karaoglu ve Ulker 2006). Koleksiyondan alman 15 cins, 28

tiire ait 213 sus kullanildi (Tablo 5).
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Tablo 5. Calismada kullanilan mikrofunguslar

Cins veya Tiir Ad1 Sus Sayisi
Acremonium furcatum 8
Alternaria sp. 1
Aspergillus flavus 8
Aspergillus fumigatus 24
Aspergillus niger 1
Aspergillus versicolor 3
Fusarium sp. 19
Gliocladium roseum 5
Gliocladium virens 1
Gongronella butleri 5
Mortierella antarctica 7
Mucor hiemalis f.corticola 10
Paecilomyces lilacinus 1
Paecilomyces marquandii 1
Penicillium chermesinum 1
Penicillium chrysogenum 1
Penicillium citrinum 2
Penicillium corylophilum 2
Penicillium cyaneum 1
Penicillium decumbens 5
Penicillium frequentans 1
Penicillium nigricans 3
Penicillium phialosporum 3
Penicillium rubrum 2
Penicillium sp. 24
Penicillium spinulosum 1
Penicillium steckii 1
Penicillium trzebinskianum 2
Penicillium waksmani 4
Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis 1
Scopulariopsis brumptii 1
Mycelia sterilia 40
Trichoderma sp. 3
Trichoderma harzianum 15
Trichoderma koningii 5

—

Zygorhincus exponens var. smithii

Toplam 213
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2.1.4. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve tamponlar Tablo 10°da verilmistir.

2.2. Metod
2.2.1. Mikrofunguslarin Canlandirilmasi

Kiiltiir koleksiyonunda saklanan mikrofunguslarin canlandirilmasi amaciyla PDA
besiyeri kullanildi. 39 g PDA 1000 mL saf suda ¢oziildii. PDA besiyeri 121 °C’de 15
dakika sterilize edildikten sonra yaklasik 45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve steril edilmis
petrilere 15’er ml olarak dagitildi. igne 6ze ile besiyerinin iki noktasina ekim yapilarak 30

°C’de 7 giin inkiibasyona birakildu.

2.2.2. Mikrofunguslarin Tribiitirin Agarda Lipolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mikrofunguslarin lipolitik aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Lima vd.’nin (1991)
kullandig1 derin kiiltiirle “opasite kapasitesi” yontemi kullanildi. Bunun i¢in %1 agar, %5
pepton, %0.03 maya ekstrakti saf su i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanmis besiyeri kullanildi.
Hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edilip 60 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra % 1 oraninda tribiitirin eklendi. Daha sonra steril tiiplere 7 ml dagitilip
dik durumda katilagtirildi. PDA’11 petrilere basit ekim yontemiyle ekilen ve 30 °C’de 7 giin
inkiibe edilen mikrofungus kiiltlirlerinden steril mantar delici ile 1 cm capinda pargalar
kesilip tiiplere dik olarak konuldu (Sekil 4).

Tiipler 30 °C’de 7 giin boyunca inkiibe edildi ve besiyerinde meydana gelen berraklik
gozlendi. Tiplerde meydana gelen berraklik lipaz pozitif (+) olarak degerlendirilirken,
besiyerinde herhangi bir degisikligin olmamas1 lipaz negatif (-) olarak degerlendirildi.
Ekim yapilan tiiplerde 5. ve 7. giinlerde yapilan dl¢limlerin sonunda en iyi aktivite gosteren

tiirler belirlendi (Tablo 11).
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Sekil 4. Tribiitirin igeren tiiplerde lipolitik aktivitenin incelenmesi
2.2.3. Siv1 Besi Yerinde Lipaz Uretimi

Kat1 besiyerinde biiyiitiilen kiiltiirlerden agar delici ile 1 cm ¢apli iki agarli blok 10 mL

steril saf su bulunan tiip icerisine konularak karistirildi (Sekil 5). Hazirlanan spor
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siispansiyonundan 100 mL besiyerine 1 mL (~1x10° spor) olacak sekilde alinarak sivi
besiyerine ekim yapildi. Sivi besi yerinin bilesimi su sekildedir: %0.12 NaH,PO4 % 0.2
KH,PO4, %0.033 CaCl,.2H,0, %0.003 MgS0O4.7H,0, %0.003 ZnSO4.7H,0, %0.0012
MnS0,4.4H,0, %0.005 FeSO4.7H,0, %2 Glukoz, %2.1 Pepton.

Kiilttirler 30 °C’de 7 giine kadar 150 rpm’de calkalamali inkiibatdrde inkiibasyona
birakildi.

Agar delici
-

Gelistirilmis kailtiir

v

uly

_—
Agarl
kesitler
— —y
5 mil steril dH:0 Spor sUspansiyonu

Sekil 5. Spor siispansiyonunun hazirlanisi
2.2.4. Enzim Oziitiiniin Hazirlamis1

Kiiltiirler s1v1 besiyerinde inkiibasyondan sonra siiziilerek miseller ayrildi. Siizlinti 15
dakika 11000 rpm devirde santrifiij edildi, ¢cokelti atilarak siipernatant kismi alindi ve bu

kisim enzim 06ziitii olarak kullanild1 (Hiol vd., 2000).
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2.2.5. Lipaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Lipaz aktivitesinin belirlenmesinde spektrofotometrik yontem kullanildi. Aktivite
testinde kullanilan p-nitrofenil palmitat (p-NPP) gerekli miktarda tartilarak 3 mM olacak
sekilde 2-propanolde ¢oziilerek hazirlandi. Substrat ¢ozeltisi, 3 mM p-NPP igeren ¢ozelti 1
ve ¢Ozelti 2’den olusmaktadir. Cozelti 2, 100 mM pH 7.0 Fosfat tamponu, % 0.4 Triton X-
100 ve % 0.1 Arabic Gum’dan olusmaktadir. Substrat ¢ozeltisi, ¢ozelti 1 ve ¢ozelti 2’nin
sirastyla 1:9 oraninda karigimindan meydana gelmektedir.

Reaksiyon 50 pL enzim ¢ozeltisi ve 950 pL substrat ¢ozeltisi icermektedir. Enzim-
substrat karisimi hazirlandiktan hemen sonra 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu siire
sonunda reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 10 dakika kaynatildi ve 8000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ustte kalan siipernatant kismi aliarak 410 nm’de absorbansi dl¢iildii.

Reaksiyon kosullarinda, p-nitrofenil palmitattan 1 dakikada 1 umol p-nitrofenol (p-
NP) olusturan enzim miktar1 1 U ({inite) enzim olarak tanimlandi (Thongekkaew, 2007).

M. hiemalis f. corticola lipazinin p-nitrofenil palmitati hidrolizleyerek olusturdugu 4-
nitrofenol miktarini belirlemek i¢in spektrofotometrik yontem kullanildi. Standart grafigi
olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda 4-nitrofenol kullanildi. Konsantrasyona karsi

absorbans grafigi ¢izilerek dogrunun egimi hesaplandi (Sekil 8).

2.2.6. Protein Tayini

Protein tayini, Lowry yontemiyle yapildi (Lowry vd., 1951). Protein standard1 olarak
sigir serum albumini (BSA) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki sigir serum albumin

cozeltisi kalibrasyon grafigi icin hazirlandi.

Tablo 6. Protein tayininde kullanilan ¢ozeltiler

Lowry A 0,1 N NaOH i¢inde %2 Na,CO;
Lowry B %1 bakir siilfat ve %2 sodyum potasyum tartarat (1:1)
Lowry C 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B

Lowry D 1 hacim folin belirteci : 2 hacim saf su
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Protein tayini i¢in agsagidaki islemler yapildi:
BSA standartlari, kor, enzim 6zii ve saflastirilan enzim eliiat1 5’er mL Lowry C belirteci ile
karistirildi. Oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. 0.5 mL Lowry D belirteci hizla tiiplere
eklendi ve vortekslendi. Tiipler 30 dakika karanlikta bekletildi. 660 nm’de absorbanslar
oOl¢iildii. BSA standartlar1 ile kalibrasyon grafigi ¢izildi. Kalibrasyon grafigi yardimiyla
enzim 6ziitli ve saf enzim eliiatinin protein konsantrasyonu belirlendi.

Protein konsantrasyonu belirlenen enzim 06ziiti ve saf enzim elliatinin spesifik

aktivitesi hesaplanarak, enzimin kag kat saflagmis oldugu belirlendi.

2.2.7. Dogal Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Enzim oziitlinde ve saf enzim eliiatinda lipaz varligi, SDS’siz ve soguk ortamda
gerceklestirilen dogal jel elektroforezi yapilarak, substrat boyamayla ortaya konuldu.
Dogal elektroforez iglemi i¢in kullanilan % 12’lik ayirma jeli ve % 5’lik yiikleme jeli

Tablo 7°deki gibi hazirlandi.

Tablo 7. Dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12) Yiikleme Jeli (% 5)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) - 0.25mL
Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 1.3 mL ---

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2.0 mL 0.33 mL

Saf Su 1.6 mL 1.4 mL

% 10 APS 0.05 mL 0.05 mL
TEMED 0.002 mL 0.001 mL

Elektroforez cam plakalar1 saf su ve etil alkol ile iyice temizlendikten sonra, plakalar
arasina aralik olusturmak icin plastik aparati yerlestirildi ve cam plakalar bir kiskacla
tutturuldu. Tablo 4’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli, plakalar arasina iist yiizeye 2—
3 cm kalana kadar bir mikropipet yardimiyla, jel igerisinde higbir hava kabarcigi
olusmayacak sekilde dolduruldu. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi ve kurumamasi igin, jel

ylizeyine saf su konuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, iist yilizeydeki saf su
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dokildii ve tst yiizey ylikleme jeli ile tamamen doldurularak, tarak hemen yiikleme jeline
yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan jel, donduktan sonra tarak cikartilarak elektroforez
tankina yerlestirildi. Tank, dogal elektroforez yiiriitme tamponuyla dolduruldu ve buz dolu
bir kap igerisine yerlestirildi. Dogal elektroforez yilikleme boyasi ile karistirilan ve 15-20
ug protein iceren ornekler, Hamilton siringasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde olusan mavi
renkli boya, yiikleme jelinden ¢ikana kadar yaklasik 15 dakika 16 mA’de, boya, ayirma
jelinin sonuna gelene kadar yaklasik 60 dakika 25 mA’de yiriitiildi. Elektrik akimi

kesildikten sonra, jel sistemden dikkatlice ¢ikartildi ve boyama islemine gegildi.

2.2.7.1. Substrat Boyamasi

Dogal elektroforez sonucu sistemden c¢ikartilan jele substrat boyamasi yapildi. Jelin
boyanmasinda kullanilan boyanin hazirlanisi su sekildedir: 20 mg Fast Red tuzu, 20 ml 100
mM pH 7.5 Tris-HCI tamponunda ¢oziildii. Alfa naftil asetat 2 ml aseton ile ¢oziilerek 100
mM pH 7.5 Tris-HCI tamponu ile 20 ml’ye tamamlandi. Bu iki ¢6zelti birlestirilerek ayni
anda jel iizerine dokiildii ve 30 dakika boyanmasi saglandi. Bantlar1 goriiniir hale getirilen

jeller, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.

2.2.8. SDS Jel Elektroforezi

Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), ayirma jeli %
12’lik ve ytikleme jeli % 5’lik olacak sekilde Maniatis vd.’e (1989) gore yapildu.

Tablo 8. SDS ve dogal poliakrilamid jel elektroforezinin bilesenleri

Ayirma Jeli Tamponu 36.3 g Tris baz1 150 mL saf suda ¢oziildii, 1 M HCl ile pH

(1.5 M Tris-HCI) 8.8’¢ ayarlandi ve hacmi saf su ile 200 mL’ye
tamamlandi.

Yiikleme Jeli Tamponu 24.2 g Tris baz1 150 mL saf suda ¢6ziildii, | M HCl ile pH

(1 M Tris-HCI) 6.8’¢ ayarlandi ve hacmi saf su ile 200 mL’ye
tamamlandi.

% 10 SDS 10 g SDS 50 mL saf suda ¢oziildii ve hacmi saf suyla

100 mL’ye tamamland.

% 10 APS 10 g APS 50 mL saf suda coziildii, hacmi saf suyla
100 mL’ye tamamlandi ve 200 pL’lik hacimlerde efendorf
tiiplerine boliinerek -20 °C’de saklandi.
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TEMED

Orijinal sigesinden kullanildi.

% 30 Akrilamid / Bisakrilamid:

29.2 g akrilamid ve 0.8 g N,N'-metilen bisakrilamid 50

% 29.2 Akrilamid + mL saf suda ¢oziildii ve hacmi saf suyla 100 mL’ye
% 0.8 N,N'-metilen tamamlandi.

bisakrilamid

SDS Jel Yiikleme Tamponu 50 M Tris-HCI (pH 6.8)

% 2 SDS

% 0.1 Bromofenol mavisi

% 20 Gliserol

% 6 [-merkaptoetanol

(200 pL’lik hacimlerde ependorf tiiplerine bolinerek
-20 °C’de saklandi)

SDS Jel Yiirlitme Tamponu

500 mL’de 25 mM Tris bazi (1.5 g)

500 mL’de 250 mM Glisin (7.5 g)

% 0.1 SDS

450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCl ile pH 8.3’e ayarlandi
ve hacmi saf suyla 500 mL’ye tamamlandi.

Tablo 9. SDS ayirma ve yiikleme jellerinin bilesenleri

Bilesenler Ayirma Jeli (% 12) Yiikleme Jeli (% 5)
Yiikleme Jeli Tamponu (1 M Tris-HCI) - 0.25mL
Ayirma Jeli tamponu (1.5 M Tris-HCI) 1.3 mL -

% 10 SDS 0.05 mL 0.02 mL

% 30 Akrilamid/Bisakrilamid 2.0 mL 0.33 mL

Saf Su 1.6 mL 1.4 mL

% 10 APS 0.02 mL 0.02 mL
TEMED 0.002 mL 0.002 mL

Temizlenen cam plakalar arasina dokiilen ayirma jeli donduktan sonra yiikleme jeli

dokiildii. Hazirlanan jel donduktan sonra elektroforez tankina yerlestirildi ve tank,

Tablo 8’de belirtildigi sekilde hazirlanan SDS yiiriitme tamponuyla dolduruldu. Standart

proteinler ve Ornekler, igerisinde protein miktar1 15-20 pg olacak sekilde SDS yiiriitme

boyast ile karstirildi. Ornekler, 95 °C’de 5 dakika kaynatildiktan sonra, Hamilton

siringasiyla kuyucuklara yiiklendi. Jelde yiirliyen mavi renkli karisim, yiikleme jelinden

cikana kadar yaklasik 15 dakika 20 mA’de, boya, ayirma jelinin sonuna gelene kadar

yaklagik 60 dakika 25 mA’de yiiriitiildi. Elektrik akimi kesildikten sonra, jel sistemden

dikkatlice ¢ikartildi ve Tablo 8’de belirtildigi gibi hazirlanan boyama ¢ozeltisiyle hafifce

calkalanarak yaklasik 2 saat boyandi. Jel, protein bantlarinin goriiniir hale getirilmesi i¢in,
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boya uzaklastirma ¢ozeltisiyle yaklasik 2—3 saat muamele edildi. Bantlar1 goriiniir hale

getirilen jel, jel goriintiileme cihazinda kaydedildi.

2.2.9. Lipaz Saflastirilmasi
2.2.9.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi iki asama olarak gerceklestirildi. Ik basamak olarak %40
doygunlukta amonyum siilfat kullanildi. Cozelti 10000 rpm’de 45 dakika santrifiij edildi.
Cokelti atild1 ve ikinci asama olarak %75 doygunlukta amonyum stilfat eklendi. Amonyum
siilfat eklenip 4 °C’de 5 saat beklendikten sonra 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi,
cokelti 0.2 mM PMSF, 2 mM EDTA, 2 mM Benzamidine ve %0.02 Sodyum azid iceren
20 mM pH 7.0 Fosfat tamponunda (Tampon A) ¢oziildii.

2.2.9.2. Diyaliz

Diyaliz yontemi, pasif diflizyona dayanmaktadir. Protein ¢dzeltisi kiiglik molekiilleri
geciren fakat biliylik molekiilleri alikoyan yar1 gegirgen bir membrandan olusan diyaliz
torbasina konarak torba tampon igine birakilmaktadir. Diyaliz islemi yapilarak tuz ile
coktiirilen proteinlerin tuz fazlasi giderilebilmektedir (Bugg, 1997).

Diyaliz, yontemi i¢in, % 0.1 EDTA soliisyonunda 4 °C de muhafaza edilen diyaliz
tiiptinden [Selilloz membran, Sigma D9652, MWCO (Molecular Weight Cut Off) 12.000
Dalton] diyaliz edilecek olan siviy1 alabilecek uzunlukta kesildi. Diyaliz tiiptliniin i¢i ve dist
distile su ile iyice yikandi. Tiiplin bir ucu ist iiste diiglim atilarak sikica baglandi. Bu
amagla diyaliz klipsleri ve ip kullanildi.

Diyaliz edilecek ornek diyaliz tiipiiniin i¢ine konuldu. Doldurma iglemi bir beher
icinde yapild1 ve diyaliz tlipliniin en {ist kisminda diyaliz tiipiiniin az da olsa sisme ihtimali
diisiiniilerek bosluk birakilarak sikica baglandi. Hazirlanan diyaliz tlipii tampon ¢6zelti
icine birakildi ve magnet ¢cubuklar yardimiyla tamponun karistirilmasi saglandi. Bu sistem
4 °C de 3-12 saat dengeye ulagmaya birakildi. Diyaliz siiresince tampon birka¢ kez

tazelenerek diyaliz stiresi kisaltildu.
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2.2.9.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Jel filtrasyonu yontemi, farkli biiytikliikteki makromolekiilleri, molekiil biiyiikliiklerine
gore ayirma prensibine dayali bir kolon kromatografisi yontemidir. Kolon, kiiresel yapili
ve belirli boyutlarda gozeneklere sahip ticari olarak satilan dolgu materyali tipi ile
doldurulmaktadir. Dolgu materyallerinin fraksiyon araliklari, igcerdikleri partikiillerin por
caplarina bagl olarak degismektedir (Scopes, 1982; Switzer ve Garrity, 1999; TUBITAK,
2004).

Bu uygulamada, jel filtrasyon kolon dolgu maddesi olarak kullanilan Sephadex G-75
(Pharmacia, Isve¢) uygun miktarda alinarak saf su ile karistirilarak bir gece sismesi
saglandi Kolon dolgu maddesinin vakum altinda gazi alindiktan sonra 40 X 2.5 cm’lik
kolona dolduruldu. Saflastirma islemlerinde kullanilmasi i¢in kolon 20 mM pH 7.0 Fosfat
tamponu ile dengelendi (Hiol, 1999). Tampon A’da ¢oziinmiis enzim Oziitii kolona
yiklendi ve fraksiyonlar yaklasik 3 ml olacak sekilde toplandi. Toplanan fraksiyonlarin
aktiviteleri ve protein miktarlar1 belirlendi. Bu fraksiyonlardaki aktiviteyi gdstermek igin

dogal PAGE yapildi.

2.2.9.4. iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi igin Q-Sepharose Fast Flow matriksi kullanildi. Matriks
30 X 1 cm’lik kolona dolduruldu. Kolonun dengelenmesi i¢in 20 mM pH 7.0 Fosfat
tamponu kullanildi. Fraksiyonlar 3 ml olacak sekilde toplandi. Yikama pH 7.0 fosfat

tamponu i¢inde hazirlanan 0—1 M aras1 NaCl ¢ozeltileri ile yapildi.

2.2.9.5. Analitik Jel Filtrasyon Kromatografisi

Saflastirilan enzimin molekiiler agirhigmin belirlenmesi i¢in analitik jel filtrasyon
kromatografisi yapildi. Saf lipaz (1 ml) Sephadex G75 (2,5 X 30 cm) kolonuna yiiklendi.
Alkol dehidrojenaz (150 kDa), sigir albumini (66 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa) ve
sitokrom C (12.5 kDa) protein standartlar1 olarak kullanildi (Hiol, 1999).
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2.2.10. Lipazin Biyokimyasal Karakterizasyonu

Lipazin kinetik ozelliklerini arastirmak igin, belirlenen en iyi substrati kullanilarak
optimum pH ve sicaklik degerleri, 1sil ve pH kararliligi, protein miktar1 ve metal

iyonlarinin aktivite lizerine etkisi, Viaks, Ky degerleri tayin edildi.

2.2.10.1. Lipaz Aktivitesi Uzerine pH’min Etkisi

Lipaz aktivitesi, pH’ nin bir fonksiyonu olarak, 50 mM asetat tamponunda pH 4.0-5.0;
50 mM fosfat tamponunda pH 6.0-7.0 ve 50 mM Tris-HCI tamponunda pH 8.0-9.0
degerleri arasinda, 50 mM Glisin-NaOH tamponunda pH 10.0-11.0 degerleri arasinda
substrat olarak p-nitrofenil palmitat kullanilarak belirlendi. Tampon ¢d6zeltilerin
hazirlaniglart Tablo 10°da verilmistir. Bu substrat varliginda belirlenen optimum pH,
substrat Ozgiinligiiniin, 1s1l Ozelliklerinin ve diger parametrelerin belirlenmesi igin

kullanildi.

Tablo 10. Kullanilan tamponlar ve hazirlanislar

Tampon Adi Icerik / Hazirlanis
Asetat Tamponu 3.40 g sodyum asetat 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M
(50 mM pH 4.0-5.0) asetik asit ile pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500
mL’ye tamamlandi.
Fosfat Tamponu 3.10 g K,HPO4 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCI ile
(50 mM pH 6.0-7.0) pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamland.
Tris-HCI Tamponu 3.02 g Tris baz1 450 mL saf suda ¢oziiliip 1 M HCl ile
(50 mM pH 8.0-9.0) pH’s1 ayarlanip hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

2.2.10.2. Lipaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Lipazin optimum sicakliginin belirlenmesi igin, lipaz aktivitesi 5 °C’lik artislarla 25-50
°C arahiginda incelendi. Tampon ve substrat ¢ozeltisinden olusan karigim, 25-50 °C
araliginda su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi. Lipaz aktivitesi, aktivite tamponuna
substrat ¢ozeltisi ve saf enzim eliiati ilave edildikten sonra miimkiin oldugunca hizli bir

sekilde ol¢iildii ve elde edilen sonuglar degerlendirilerek optimum sicaklik belirlendi.
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2.2.10.3. Lipaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

Enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein konsantrasyonunu belirlemek {izere,
lipaz aktivitesi, p-nitrofenil palmitat substrati varliginda, enzimin 0.5-44 pg/mL
konsantrasyon araliginda ol¢iildii ve elde edilen verilere gore lipaz aktivitesi iizerine

protein konsantrasyonunun etkisi aragtirildi.

2.2.10.4. Lipaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Optimum pH’s1 belirlenen lipazin aktivitesi {lizerine substrat konsantrasyonunun
etkisini incelemek iizere, 100 mM stok p-NPP substrati hazirlandi. Nihai konsantrasyonu
0.5-20 mM arahiginda degisen substrat c¢ozeltisi, aktivite tayininde kullanilan diger
cozeltiler ve uygun konsantrasyonda lipaz icerecek sekilde optimum pH’da reaksiyon
karigimi hazirlandi ve 410 nm’de 6l¢timler yapildi. Elde edilen veriler kullanilarak substrat
doygunlugunu gosteren Michaelis-Menten grafigi cizilerek optimum substrat
konsantrasyonu belirlendi. Michaelis-Menten sabiti (Ky,) ve maksimum hiz (Vp,s), her bir
konsantrasyonun hiza boliimiiniin substrat konsantrasyonuna kars1 ¢izilen Hanes-Woolf

grafiginden faydalanilarak belirlendi (Hanes, 1932).

2.2.10.5. Hill Egrisi

p-NPP substrati varliginda, degisen substrat konsantrasyonlarinda (0.5-20 mM) elde
edilen hiz (V) ve Vs degeri kullanilarak V/(Vpas-V) oraninin logaritmast alindi. Cizilen
Hill grafiginden, p-NPP substrati igin substrat baglanma bdlgelerinin sayist ve

kooperativite olup olmadig tespit edildi.

2.2.10.6. Lipaz’in pH Kararhhg:

Enzimin pH kararliligimi incelemek i¢in, elde edilen saf enzim eliati, 50 mM
konsantrasyonundaki, pH 5.0 asetat tamponu, pH 6.0-7.0 fosfat tamponu ve pH 8.0-9.0
Tris-HCI tamponu, pH 10.0-11.0 Glisin-NaOH tamponu ile 1:1 oraninda karistirildi ve 4
°C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda bu enzim-tampon karisimlarindan,

uygun miktarda nihai enzim konsantrasyonu igerecek sekilde alinarak, optimum pH’da ve
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optimum substrat konsantrasyonunda aktivitesi 6l¢iildii. Ayrica enzim, inkiibasyona tabi
tutulmadan, ayn1 tamponlar igerisindeki karisimi hazirlanir hazirlanmaz aktivitesi 6l¢iildi

ve enzimin yiizde kalan aktivitesi belirlendi.

2.2.10.7. Lipaz’n Isil Kararhhgi

Lipazin 1s1l kararliliginin belirlenmesi ig¢in, saf enzim eliiatindan igerisinde uygun
miktarda enzim igerecek sekilde ependorf tiiplerine alinarak, 10 °C’lik artiglarla, 30-80 C
araliginda su banyosunda, 30 dakikada bir 6l¢iim alinmak suretiyle toplam 90 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda saf enzim eliiat1 oda sicakligina kadar sogutularak,
optimum pH’da ve optimum substrat konsantrasyonunda aktivite l¢iildii. % kalan aktivite,
inkiibasyona tabi tutulmayan saf enzim eliiatinin aym sartlardaki aktivitesiyle

karsilastirilarak hesaplandi.

2.2.10.8. Lipaz Aktivitesi Uzerine Baz1 Metal iyonlarinin Etkisi

Lipaz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarin etkisini incelemek iizere, reaksiyon
ortamina, nihai konsantrasyonu 1 mM ve 10 mM olacak sekilde, baz1 1A, 2A, 3A ve gegis
metallerinin kloriir tuzlarindan hazirlanan ¢dozeltilerinden eklendi ve lipaz aktivitesi

sleiildii.



3. BULGULAR

3.1. Mikrofunguslarin Lipolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Rize Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan
alman 213 susun tribiitirin agarda lipolitik aktivitelerine bakildi. Inkiibasyon sicakligi
30 °C’de 5 ile 7 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda, tliplerde olusan berraklik derinligi

Olctildii (Tablo 9).

Tablo 11. Suslarin tribiitirin agarl tiiplerdeki lipolitik aktiviteleri (*: mm berraklik

derinligi)
izolat Ad No 5.Giin 7.Giin| |lizolat Ad1 No 5.Giin 7.Giin
Acremonium furcatum 31E 14 18 Fusarium sp. 16B 0 33
Acremonium furcatum 34H 14 20 Fusarium sp. 16D 10 20
Acremonium furcatum 35H 15 20 Fusarium sp. 16F 15 25
Acremonium furcatum 36M 17 27 Fusarium sp. 16G 14 22
Acremonium furcatum 39D 18 22 Fusarium sp. 16H 13 20
Acremonium furcatum 39G 17 21 Fusarium sp. 161 12 20
Acremonium furcatum 40E 12 17 Fusarium sp. 16K 12 19
Acremonium furcatum 31E 13 17 Fusarium sp. 36B 15 19
Alternaria sp. 40B 14 16 Fusarium sp. 36F 22 28
Aspergillus flavus 7D 14 15 Fusarium sp. 36H 15 20
Aspergillus flavus 10A1 18 21 Fusarium sp. 36J) 23 24
Aspergillus flavus 26B 16 22 Gliocladium roseum 33C 16 20
Aspergillus flavus 27D 13 16 Gliocladium roseum 381 13 17
Aspergillus flavus 27G 16 24 Gliocladium roseum 40F 15 18
Aspergillus flavus 33F 18 22 Gliocladium roseum 14K 15 21
Aspergillus flavus 36E 21 25 Gliocladium roseum 20D 11 15
Aspergillus flavus 39E 14 17 Gliocladium virens 32E 23 24
Aspergillus fumigatus 1A 1 3 Gongrenella butleri 35E 20 30
Aspergillus fumigatus 3A 4 7 Gongronella butleri 13C 13 19
Aspergillus fumigatus 3B 1 3 Gongronella butleri 16C 15 23
Aspergillus fumigatus 3C 0 0 Gongronella butleri 16A 15 18
Aspergillus fumigatus 8B 18 20 Gongronella butleri 20C 13 17
Aspergillus fumigatus 8D 0 0 Mortierella antarctica 25E 15 17
Aspergillus fumigatus 10D 15 19 Mortierella antarctica 28A 13 19
Aspergillus fumigatus 14E 12 26 Mortierella antarctica 28D 13 22
Aspergillus fumigatus 25A 15 18 Mortierella antarctica 28E 15 21
Aspergillus fumigatus 25F 13 17 Mortierella antarctica 35J) 16 20
Aspergillus fumigatus 27A 12 17 Mortierella antarctica 351 20 23
Aspergillus fumigatus 27H 11 15 Mortierella antarctica 361 17 23
Aspergillus fumigatus 27] 13 16 Mucor hiemalis f. corticola 31A 18 26
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Aspergillus fumigatus 28G 13 17 Mucor hiemalis f. corticola 17A 14 21
Aspergillus fumigatus 32C 23 23 Mucor hiemalis f. corticola 17G 11 20
Aspergillus fumigatus 321 12 16 Mucor hiemalis f. corticola 11B 23 30
Aspergillus fumigatus 32) 10 19 Mucor hiemalis f. corticola 33A 25 28
Aspergillus fumigatus 33B 11 16 Mucor hiemalis f. corticola 33J 20 27
Aspergillus fumigatus 33E 13 24 Mucor hiemalis f. corticola 36A 16 22
Aspergillus fumigatus 34C 15 19 Mucor hiemalis f. corticola 36C 15 18
Aspergillus fumigatus 35K 18 22 Mucor hiemalis f. corticola 36D 17 21
Aspergillus fumigatus 37G 11 16 Mucor hiemalis f. corticola 37i 19 23
Aspergillus fumigatus 39H 15 18 Paecilomyces lilacinus 25C 12 15
Aspergillus fumigatus 39H 15 17 Paecilomyces marquandii  40C 23 25
Aspergillus niger 14C 13 20 Penicillium chermesinum  30C 12 15
Aspergillus versicolor 1C 1 3 Penicillium chrysogenum  11A 16 22
Aspergillus versicolor 8C 1 3 Penicillium citrinum 34F 16 18
Aspergillus versicolor 27F 15 20 Penicillium citrinum 37B 16 22
Fusarium sp. 2B 19 24 Penicillium corylophilum  34G 18 28
Fusarium sp. 7A 12 17 Penicillium corylophilum  38F 11 16
Fusarium sp. 13B 17 21 Penicillium cyaneum 34B 16 19
Fusarium sp. 13E 15 35 Penicillium decumbens 23C 12 19
Fusarium sp. 14B 18 22 Penicillium decumbens 33G 21 27
Fusarium sp. 14D 18 30 Penicillium decumbens 37E 11 15
Fusarium sp. 14L 14 20 Penicillium decumbens 38B 16 16
Fusarium sp. 15B 9 20 Penicillium decumbens 38D 18 20
Penicillium frequentans 17F 11 20 Mycelia sterilia 12B 15 18
Penicillium nigricans 8A 0 0 Mycelia sterilia 12C 11 15
Penicillium nigricans 10C 0 0 Mycelia sterilia 12E 16 20
Penicillium nigricans 151 13 24 Mycelia sterilia 14A 15 23
Penicillium .

phialosporum 29A 12 15 Mycelia sterilia 141 10 20
Penicillium

phialosporum 35A 14 18 Mycelia sterilia 15D 17 30
Penicillium

phialosporum 37F 13 18 Mycelia sterilia 15F 11 19
Penicillium rubrum 27B 11 15 Mycelia sterilia 15K 15 22
Penicillium rubrum 38C 10 12 Mycelia sterilia 16M 12 16
Penicillium sp. 6D 1 3| |Mycelia sterilia 171 10 19
Penicillium sp. 7G 3 5 Mycelia sterilia 171 11 12
Penicillium sp. 10E 0 0 Mycelia sterilia 15H 16 25
Penicillium sp. 10F 15 18 Mycelia sterilia 15L 13 15
Penicillium sp. 11F 17 20 Mycelia sterilia 22A 11 20
Penicillium sp. 12D 16 24 Mycelia sterilia 25B 15 17
Penicillium sp. 12F 9 15 Mycelia sterilia 26A 15 20
Penicillium sp. 13A 0 15 Mycelia sterilia 25B 15 18
Penicillium sp. 14) 11 16 Mycelia sterilia 31B 17 18
Penicillium sp. 15C 11 14 Mycelia sterilia 31C 11 16
Penicillium sp. 15G 14 26 Mycelia sterilia 32A 13 17
Penicillium sp. 16L 14 20 Mycelia sterilia 32B 12 18
Penicillium sp. 17K 11 19 Mycelia sterilia 32D 9 11
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Tablo 11’in devam

Penicillium sp. 17D 14 16 Mycelia sterilia 32F 16 20
Penicillium sp. 20H 10 14 Mycelia sterilia 32G 15 19
Penicillium sp. 21D 10 15 Mycelia sterilia 33D 14 19
Penicillium sp. 26D 18 22 Mycelia sterilia 35D 10 14
Penicillium sp. 27K1 13 18 Mycelia sterilia 35G 10 18
Penicillium sp. 27K2 0 0 Mycelia sterilia 36G 15 19
Penicillium sp. 29B 11 15 Mycelia sterilia 38 15 20
Penicillium sp. 29C 13 15 Trichoderma harzianum 4A 5 8
Penicillium sp. 29D 15 18 Trichoderma harzianum 4B
Penicillium sp. 37A 10 14 Trichoderma harzianum 6B 4 8
Penicillium sp. 38E 11 16 Trichoderma harzianum 7C 10 13
Penicillium spinulosum 37D 11 14 Trichoderma harzianum 9A 21 28
Penicillium steckii 13D 11 14 Trichoderma harzianum 11C 15 21
Penicillium
trzebinskianum 36L 15 20 Trichoderma harzianum 11D 20 25
Penicillium
trzebinskianum 38G 20 24 Trichoderma harzianum 12A 17 25
Penicillium waksmani 27C 11 15 Trichoderma harzianum 13X 15 19
Penicillium waksmani 27X 14 16 Trichoderma harzianum 14G 16 20
Penicillium waksmani 37C 13 16 Trichoderma harzianum 17E 10 16
Penicillium waksmani 37H 20 26 Trichoderma harzianum 20G 18 25
Rhizopus  microsporus
var. rhizopodiformis 35C 21 27 Trichoderma harzianum 31D 24 35
Scopulariopsis brumptii 10A2 20 24 Trichoderma harzianum 35B 12 17
Mycelia sterilia 2A 16 21 Trichoderma harzianum 35F 26 26
Mycelia sterilia 2C 15 20 Trichoderma koningii 6A 4 10
Mycelia sterilia 5B 11 15 Trichoderma koningii 14H 14 21
Mycelia sterilia 6C 10 15 Trichoderma koningii 15E 15 21
Mycelia sterilia 6X 17 18 Trichoderma koningii 28i2 11 15
Mycelia sterilia 7B2 16 20 Trichoderma koningii 33i 18 20
Mycelia sterilia 7E 15 16 Trichoderma sp. 25X 14 16
Mycelia sterilia 7H 8 10 Trichoderma sp. 23F 12 16
Mycelia sterilia 9B 11 20 Trichoderma sp. 24A 19 22
Zygorhincus exponens var.
Mycelia sterilia 10B 15 19 smithii 28A1 14 17
Mycelia sterilia 11H 15 18

Kiiltiirlerin lipolitik aktivitelerine gore olusan berraklik derinligi dlgtilerek ortalamasi
alind1 ve ortalamanin iizerindeki degerlere sahip suslar pozitif olarak degerlendirildi. Buna
gore 213 susun 115’inin (% 54) lipolitik aktivite gosterdigi belirlendi. Pozitif suglar
arasindan secilen 39 tiir tekrar tribiitirin agara ekilerek berraklik derinligi 6l¢iildi (Sekil 6).
En yiiksek aktivite gdsteren susun Mucor hiemalis f. corticola 11B (30 mm berraklik
derinligi) oldugu belirlendi (Sekil 7). Cins diizeyinde bakildiginda en iyi aktivite gosteren

cinslerin Mucor, Fusarium, Trichoderma, ve Aspergillus oldugu tespit edildi.
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Sekil 6. Segilen suslarin tribiitirin agarl tiiplerdeki lipolitik aktiviteleri
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Sekil 7. Farkli Mucor hiemalis f. corticola suslarinin lipolitik aktiviteleri
3.2. Mucor hiemalis f. corticola IDM11B susunun Lipaz Uretimi

Kat1 besiyerinde biiyiitiilen kiiltiirlerden agar delici ile 1 cm ¢apli iki agarli blok 10 mL
steril saf su bulunan tiip icerisine konularak karistirildi (Sekil 5). Hazirlanan spor
siispansiyonundan 100 mL besiyerine 1 mL (~1x10° spor) olacak sekilde alinarak sivi
besiyerine ekim yapildi. Kiiltiirler 30 °C’de 7 giline kadar 150 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kiiltiirler, sivi besiyerinde inkiibasyondan sonra
stiziilerek miseller ayrildi. Siiziintii 15 dakika 11000 rpm devirde santrifiij edildi, ¢okelti
atillarak siipernatant kismi alindi ve bu kisim enzim 6ziitli olarak kullanildi (Hiol ve ark.

2000).

3.3. p-NPP Standardi

M. hiemalis f. corticola lipazinin p-nitrofenil palmitati hidrolizleyerek olusturdugu 4-
nitrofenol miktarin1 belirlemek icin spektrofotometrik yontem kullanildi. Standart grafigi
olusturmak i¢in farkli konsantrasyonlarda 4-nitrofenol kullanildi. Konsantrasyona karsi
absorbans grafigi ¢izilerek dogrunun egimi hesaplandi (Sekil 8). Aktivite degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan bu lineer dogrunun denklemi y=0,0653x+0,1776, regresyon

katsay1st R*=0,9949"dur.
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Sekil 8. Standart olarak kullanilan 4-nitrofenol grafigi
3.4. Lipaz Saflastirilmasi
3.4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi iki asama olarak gerceklestirildi. Ilk basamak olarak %40
doygunlukta amonyum siilfat kullanildi. Cozelti 10000 rpm’de 45 dakika santrifiij edildi.
Cokelti atild1 ve ikinci asama olarak %75 doygunlukta amonyum siilfat eklendi. Amonyum
stilfat eklenip 4 °C’de 5 saat beklendikten sonra 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi,
cokelti 0.2 mM PMSF, 2 mM EDTA, 2 mM Benzamidine ve %0.02 Sodyum azid i¢eren
20 mM pH 7.0 Fosfat tamponunda (Tampon A) ¢oziildii.

3.4.2. Diyaliz

Coktiiriilen protein karisiminda bulunan amonyum siilfatin giderilmesi icin diyaliz
yapildi. Diyaliz iglemi gece boyu Tampon A’ya karst yapildi. Bu sekilde protein

karisiminda bulunan amonyum siilfatin tamamen uzaklastirilmasi saglandi.



46

3.4.3. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Tampon A’da ¢oziinmiis enzim 6ziitii 2.5 x 40 cm’lik kolona yiiklendi ve fraksiyonlar
yaklasik 3 ml olacak sekilde toplandi. Toplanan fraksiyonlarin aktiviteleri ve protein
miktarlart belirlendi (Sekil 9). Bu fraksiyonlardaki aktiviteyi gostermek i¢in dogal PAGE
yapildi. Toplanan fraksiyonlardan 9 ile 18 no’lu fraksiyonlarda protein varligi belirlendi.

10 ile 15 no’lu fraksiyonlarda aktivitenin varligi dogal PAGE ’nde goézlendi (Sekil 12).
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Sekil 9. Sephadex G-75 kolon kromatografi fraksiyonlarinda lipaz aktivitesi ve protein
miktarlari

3.4.4. Iyon Degisim Kromatografisi

Iyon degisim kromatografisi igin Q-Sepharose Fast Flow matriksi kullamldi. Bir
onceki kolondan alinan fraksiyonlar bu kolona yiiklendi ve 3 ml olacak sekilde
fraksiyonlar toplandi. Yikama pH 7.0 fosfat tamponu i¢inde hazirlanan 0—1 M aras1 NaCl
coOzeltileri ile yapildi. Yikamada gradient olusturmak ic¢in gradient olusturucu kullanildi.
Matrikse tutunmayan veya zayif olarak baglanan proteinler diisiikk konsantrasyonda NaCl
cozeltisi ile yikanirken, kuvvetli olarak baglanan proteinler daha yogun NaCl ¢ozeltisi ile

yikandi. Iyon degisim kromatografisinden toplanan fraksiyonlarda protein ve aktivite
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Olctilerek grafige aktarildi (Sekil 10). Fraksiyonlardan almman 6rnekler SDS-PAGE’nde

ylriitiildii ve prtoein bantlar1 belirlendi (Sekil 11Sekil 12)
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Sekil 10. Q-Sepharose Fast Flow kolon kromatografi fraksiyonlarinda lipaz
aktivitesi ve protein miktarlar

M. hiemalis f. corticola

lipazi, amonyum

siilfat ¢oOktiirmesi, jel

filtrasyon

kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi ile saf olarak elde edildi. Saflagtirma

basamaklarina ait bulgular Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. M. hiemalis f. corticola lipazina ait saflagtirma tablosu

Toplam Toplam Spesifik Saflagtirma Verim

Aktivite (U) Protein (mg)  Aktivite (U/mg) Katsayisi (%)
Ham ekstrakt 12860 7379,7 1,74 1 100
(NH4),SO, ¢oktiirmesi 9240 1621,6 5,70 3,27 71,9
Sephadex G-75 6376 891,8 7,15 4,10 49,6
Q-Sepharose Fast Flow 3560 41,85 22 12,63 27,7
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Sekil 11. M. hiemalis f. corticola susunun protein profilleri (M:
marker, 1: (NH4),SO4 ¢Oktiirmesi, 2: jel filtrasyon
kromatografisi, 3: iyon degisim kromatografisi)
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Sekil 12. Iyon degisim kromatografisi neticesi alinan farkli fraksiyonlarda SDS-PAGE
ve dogal PAGE goriintiileri

3.4.5. Analitik Jel Filtrasyon

Saflastirilan enzimin molekiiler agirhigmin belirlenmesi i¢in analitik jel filtrasyon
kromatografisi yapildi. Saf lipaz (1 ml) Sephadex G-75 (2,5 x 40 cm) kolonuna yiiklendi.
Alkol dehidrojenaz (150 kDa), sigir albumini (66 kDa), karbonik anhidraz (29 kDa) ve
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sitokrom C (12.5 kDa) protein standartlar1 olarak kullanild1 (Hiol, 1999). Her bir proteinin
K.y degeri belirlenerek yar1 logaritmik 6lcekli standart grafik ¢izildi (Sekil 13). Saf lipazin
Kav degeri 0,267 olarak hesaplandi. SDS-PAGE’te yaklasik 48 kDa olarak belirlenen M.
hiemalis f. corticola lipazinin molekiiler agirhigimin analitik jel filtrasyon sonucu 46 kDa
oldugu belirlenmistir. Ayrica eliiatin tek bir tepe noktasinin olmasi proteinin tek bir alt

birimden olustugunu gostermektedir.

Ikol dehidrojenaz

100 4
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Sekil 13. Analitik jel filtrasyon standart grafigi
3.5. Lipazin Biyokimyasal Karakterizasyonu
3.5.1. Lipaz Aktivitesi Uzerine pH’nin EtKkisi

Lipaz aktivitesi, pH’nin bir fonksiyonu olarak, 50 mM asetat tamponunda pH 4.0—

5.0; 50 mM fosfat tamponunda pH 6.0-7.0 ve 50 mM Tris-HCI tamponunda pH 8.0-9.0

degerleri arasinda, 50 mM Glisin-NaOH tamponunda pH 10.0-11.0 degerleri arasinda

substrat olarak p-nitrofenil palmitat kullanilarak belirlendi. Bu substrat varliginda

belirlenen optimum pH, substrat 6zgilinliigliniin, 1s1l 6zelliklerinin ve diger parametrelerin
belirlenmesi i¢in kullanildi.

Mucor hiemalis f. corticola’dan kromatografik teknikler ile saflastirilan lipazin en iyi

etkinlik gdsterdigi pH degerini belirlemek iizere, pH 4.0-11.0 degerleri arasinda hazirlanan
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tamponlar kullanilarak, her bir pH noktasinda enzim aktivitesi p-nitrofenil palmitat
substratt varliginda spektrofotometrik olarak olciildii. Cizilen pH-Aktivite grafiginden
enzimin en iyi aktivite gosterdigi pH degeri 7.0 olarak belirlendi (Sekil 14).
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Sekil 14. Mucor hiemalis f. corticola lipazi tizerine pH’nin etkisi
3.5.2. Lipaz Aktivitesi Uzerine Sicakhgn Etkisi

Lipazin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in, lipaz aktivitesi 5 °C’lik artiglarla 25—
50 °C araliginda incelendi. Tampon ve substrat ¢ozeltisinden olusan karisim, 25-50 °C
araliginda su banyosunda 20 dakika inkiibe edildi.

Lipaz aktivitesi, aktivite tamponuna substrat ¢ozeltisi ve saf enzim eliiati ilave
edildikten sonra miimkiin oldugunca hizli bir sekilde olgiilerek bagil aktivite-sicaklik
grafigi ¢izildi (Sekil 15). Grafikte gortldigia gibi Mucor hiemalis f. corticola lipazinin

optimum sicaklig1 40 °C olarak belirlendi.
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Sekil 15. Mucor hiemalis f. corticola lipazi tizerine sicakligin etkisi
3.5.3. Lipaz Aktivitesi Uzerine Protein Konsantrasyonunun Etkisi

p-nitrofenil palmitat substrati varlifinda, enzimin en iyi aktivite gosterdigi protein
konsantrasyonu belirlendi ve lipaz aktivitesi lizerine protein konsantrasyonunun etkisi
irdelendi. M. hiemalis f. corticola lipazinin aktivitesi sabit p-NPP konsantrasyonunda,
proteinin 0.5-44 mg/mL araligindaki konsantrasyon degisimine bagli olarak incelendi
(Sekil 16). Elde edilen hiperbolik egriden ¢alisilan substrat konsantrasyonunda maksimum

lipaz aktivitesi i¢cin optimum enzim konsantrasyonu 22 mg/mL olarak belirlendi.
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Sekil 16. Protein konsantrasyonunun lipaz aktivitesine etkisi
3.5.4. Lipaz Aktivitesi Uzerine Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

M. hiemalis f. corticola’dan saflastirilan lipaza ait baz1 kinetik verilerinin belirlenmesi
amaci ile, uygun enzim konsantrasyonunda ve nihai konsantrasyonu 0.5-20 mM araliginda
degisen substrat varliginda gerceklestirilen reaksiyonlarda, enzim aktivitesi 410 nm’de
spektrofotometrik olarak Ol¢iildii. Optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi igin,
substrat doygunlugunu gosteren Michaelis-Menten egrisi ¢izildi (Sekil 17). Cizilen bu
grafikten, saflastirilan bu enzimin aktivitesinin basit Michaelis-Menten kinetigine uydugu
ve etkin bir enzim aktivitesinin gozlenebilmesi i¢in p-NPP konsantrasyonunun 10 mM
olmas1 gerektigi tespit edildi. Kinetik veriler olan Michaelis-Menten sabiti (K,,) ve
maksimum hiz (Vpaks) ¢izilen Hanes-Woolf grafiginden sirasiyla, 1.327 mM ve 91.11
umol/dk olarak belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 17. p-NPP varliginda lipazin substrat doygunluk egrisi
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Sekil 18. p-NPP varliginda lipaz aktivitesi i¢in Hanes-Woolf grafigi
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3.5.5. Hill Egrisi

Hill esitliginden yararlanilarak ¢izilen ve p-NPP substratina ait olan Hill egrisi Sekil
19°da verilmistir. Bu substrat i¢in, lipaz lizerindeki substrat baglanma bdlgesinin sayisi ve
bir kooperativitenin olup olmadigi belirlendi. Hill grafiginde p-NPP’a ait dogrunun
egiminden, Hill sabiti (h) 0,99 olarak hesaplandi. Bu da enzimin, tek bir substrat baglanma

bolgesinin oldugunu ve bir kooperativite olmadigini géstermektedir.
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Sekil 19. p-NPP varliginda elde edilen Hill egrisi
3.5.6. Lipaz’in pH Kararhhg:

M. hiemalis f. corticola’dan kromatografik teknikler ile saflastirilan lipazin pH
kararliligini incelemek i¢in enzim, pH 5.0—11.0 araligindaki farkli tamponlar icerisinde, 4
°C’de 24 ve 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 6lgiilen aktivite, inkiibasyona
tabi tutulmadan Olciilen aktiviteye oranlanarak yilizde kalan aktivite belirlendi. Sekil
19°daki grafiklerde goriildiigii gibi, enzim belirtilen pH degerlerinde 24 saatlik inkiibasyon
sonrasinda, aktivitesini % 80’in iizerinde korumustur. 72 saatlik inkiibasyon sonunda notr
ve hafif alkali pH’larda aktivite % 80’in lizerinde korunmus iken daha asidik ve alkali pH

degerlerinde 6nemli diisiislerin oldugu belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. M. hiemalis f. corticola lipazinin pH kararliligi

3.5.7. Lipaz’in Isil Kararhhg:

Lipazin 1s1l kararliiginin belirlenmesi i¢in, saf enzim eliiatindan igerisinde uygun
miktarda enzim igerecek sekilde ependorf tiiplerine alinarak, 10 °C’lik artiglarla, 30—-80 °C
araliginda su banyosunda, 30 dakikada bir 6l¢iim alinmak suretiyle toplam 90 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda saf enzim eliiat1 oda sicakligina kadar sogutularak,
optimum pH’da ve optimum substrat konsantrasyonunda aktivite Sl¢iildii. Yiizde kalan
aktivite, inkiibasyona tabi tutulmayan saf enzim eliiatinin ayni sartlardaki aktivitesiyle
karsilastirilarak hesaplandi.

Enzimin 1s1l kararliliginin belirlenmesi amaciyla, enzim 30-80 °C araliginda, 10 °C’lik
artiglarla 30 dakika zaman araliklarinda aktivite 6lgmek suretiyle 20 dakika inkiibe edildi.
Elde edilen sonuglarda, enzimin aktivitesini 30 °C’de 90 dakika inkiibasyon sonunda %
90’1 iizerinde korudugu goriilmiistir. 40 ve 50 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda
aktivitesini % 80 civarinda korurken, artan inkiibasyon siiresinde aktivitesini giderek
kaybettigi gdzlemlenmistir. 60—80 °C araliginda, 30 dakika sonunda enzim aktivitesinin %

50’sini, 1 saat sonunda %70’ini kaybetmistir. 70 ve 80 °C’de ise, 1 saatlik inkiibasyon
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sonunda enzim aktivitesi % 10’un altina diismiis ve inkiibasyon siiresi sonunda enzim

aktivitesini tamamen kaybetmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. M. hiemalis f. corticola lipazinin 1s1l kararliliginin zamanla degisimi

3.5.8. Lipaz Aktivitesi Uzerine Baza Metal Iyonlarimin EtKisi

Lipaz aktivitesi lizerine bazi metal iyonlariin etkisini incelemek iizere, reaksiyon
ortamina, nihai konsantrasyonu 1 mM ve 10 mM olacak sekilde, baz1 1A, 2A ve gegis
metallerinin kloriir tuzlarindan hazirlanan ¢dozeltilerinden eklendi. 1 mM’lik nihai
konsantrasyondaki metal iyonlar1 varliginda lipaz aktivitesindeki degisimler kaydedildi.
Kontrol olarak metal iyonu ihtiva etmeyen reaksiyon karisimi kullanildi ve boyle bir

karisimdaki lipaz aktivitesi % 100 kabul edildi (Sekil 22).
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Kontrol

AT Ue[E %

NaCl ~ KCl  CaCl, BaCl, MnCl CdCL, HgCl CiCl,

‘nin 1 mM’lik

2+

Sekil 22. M. hiemalis f. corticola lipaz iizerine bazi metal iyonlarin etkisi

Lipaz aktivitesi iizerine etkisi incelenen metal iyonlarindan, Mn
cozeltisinin enzim aktivitesini yaklasik % 4 arttirdigi, diger metal iyonlarinin 1 mM’lik

¢ozeltilerinin aktivitede 5nemli bir degisiklik yapmadigi, Cd*" hari¢ diger metal iyonlarmimn

10 mM’lik ¢ozeltilerinin aktiviteyi % 10 civarinda inhibe ettigi, Cd*"nin herhangi bir etki

gostermedigi gézlenmistir.



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, 20032004 yillar1 arasinda Rize ili, Iyidere ve ikizdere ilcelerinin fakli
yiiksekliklerde bulunan caylik alanlarindaki toprak drneklerinden izole edilip tanimlanarak
Rize Universitesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyoloji Arastirma
Laboratuari, kiiltiir koleksiyonunda saklanan mikrofunguslarm (Karaoglu ve Ulker, 2006)
lipolitik 6zellikleri aragtirilmigtir.

Koleksiyonda -20 °C’de %20 gliserolde stoklanan 213 sus (Tablo 6), PDA besiyerine
pasaj yapilarak 30 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Canlandirildiktan sonra tribiitirin agarda
lipolitik aktivitelerine bakilmistir.

Koleksiyondan alinan 15 cins, 28 tiire ait 213 sus lipolitik aktivite bakimindan
taranmistir. Bu suslarin 115’inin (% 54) lipolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir (Tablo
5). Bu suslar arasinda en iyi aktiviteye sahip olan tiir belirlenmis, bunlarin arasindan en iyi
aktiviteye sahip M. hiemalis f. corticola IDMI11B susu lipaz saflastirilmasi ve
karakterizasyonu i¢in se¢ilmistir (Sekil 6 ve 7).

Calismada lipolitik aktivite bakimindan taranan 213 susun hemen hemen tamamu lipaz
tiretmesine ragmen ortalamanin istiinde olan suglar (%54) pozitif olarak degerlendirildi
(Tablo 11). Mikrofunguslarin ¢ogunlukla saprofit olarak hayatlarini stirdiirmeleri
dolayistyla ekstraseliiler enzim {iiretme yeteneklerinin yiiksek olmasi sasirtici degildir.
Arastirilan  suglar arasinda Mucor, Trichoderma ve Fusarium cinslerinin ortalama
aktivitelerinin daha yiiksek oldugu belirlenmis, Aspergillus ve Penicillium cinslerine ait
suslarin da yiiksek aktiviteler gosterdikleri belirlenmistir.

Calismada lipolitik aktivite gdsteren suslarin secilmesi amaciyla, Oncelikle suslarin
kalitatif enzim aktivitelerinin belirlenmesiyle baglanmigtir. Bu amagcla tribiitirin agar
besiyeri kullanilmistir. Bu besiyeri karbon kaynagi olarak dort karbonlu sentetik bir
trigliserit olan tribiitirin igermektedir (Gao vd., 2000). Tribiitirinin lipaz aktivitesine 6zgiil
bir substrat olmadigi, fakat lipazlar tarafindan da hidroliz edildigi bildirilmistir (Jaeger,
1987). Birgok arastirmaci, ¢alisilan mikroorganizmalarin lipolitik aktivitelerini belirlemek
amaciyla tribiitirin agar yontemini kullanmistir (Lee ve Rhee, 1993). Lipazlar, filamentli
funguslar, mayalar ve bakteriler tarafindan yogun miktarda {iretilmektedir. Lipolitik

mikroorganizmalarin sayisini artirmak icin ekstraseliilar lipaz aktivitesine sahip yiizlerce
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fungus, maya ve bakteri tiirleri c¢esitli arastiricilar tarafindan taranmis ve hala da
taranmaktadir (Roberts vd., 1987; Sztajer vd., 1988; Rapp ve Backhaus, 1992).

Roberts vd., (1987) lipolitik funguslar iizerine yaptiklari bir ¢alismada aycicegi
tohumundan izole ettikleri funguslarm 91 tilirlinii iceren 223 liyofilize izolat1 yeniden
canlandirmislar ve bu izolatlar1 substrat olarak aycicegi yaginin kullanildigi, lipaz
ortaminda biiylitmiiglerdir. Kiiltiirlerin lipaz iiretimini ve aktivitesini tribiitirin agar
difiizyon ve aycicegi yagi gaz kromatografisi yontemlerini kullanarak él¢miislerdir. Bunun
sonucunda sivi ortamda 132 izolatin ekstraseliiler lipaz aktivitesine sahip oldugunu
belirtmiglerdir.

Sztajer vd., (1988) tarafindan yapilan bir calismada fungus, aktinomiset ve bakteriler
tarafindan ekstraseliiler lipaz iiretimi icin siit ve siit iirlinleri ile bitkisel yaglar1 iceren 60
farkli 6rnekten lipolitik aktiviteye sahip 160 sus izole etmislerdir. Tribiitirin agar yontemi
kullanilarak izole edilen bu suslar i¢inde, bakteri, aktinomiset ve funguslari igeren 19 sus
en yiiksek lipaz aktivitesi goOstermistir. Bu suslarin lipolitik aktivitesi zeytinyagi ve
tribiitirin kullanilarak titrasyon yontemi ile dogrulanmustir.

Rapp ve Backhaus (1992), filamentoz kiif, maya ve bakterileri iceren 700 susu,
triolein/tween 80 agarda biiylimesi sirasinda trioleini hidrolizleyebilmelerine gore
aktivitelerini belirlemislerdir. %0.75 oraninda triolein igeren agara, trioleinin en 1iyi
emiilsifikatorii olan tween 80, % 0.25 konsantrasyonda ilave edilmistir. Triolein / tween 80
agar lizerinde, biiyiime sirasinda olusan en belirgin ve en biiyiik acilma zonlarina sahip
mikroorganizmalar1 se¢mislerdir. Daha sonra secilen bu mikroorganizmalar %1 zeytinyag1
iceren c¢alkalamali kiiltiirde biiyiiterek titrimetrik olarak lipaz aktivitesini 6lgmiislerdir.
Calkalamali kiiltiirde biiyiitilen 34 kiif, 15 maya ve 21 bakteri en yliksek aktiviteyi
gostermislerdir. Kiifler arasinda en iyi aktiviteyi Rhizopus tiirleri gostermistir. Rhizopus
circinans 96 saatlik inkiibasyon sonunda 44 U/mL ile en iyi aktivite gdsteren tiir olarak
belirlenmistir.

Calismamizda, bir¢ok mikrofungus tiiriinde yapilan tarama sonuglarina gére, en iyi
aktivite gosteren tiir Mucor hiemalis f. corticola IDM11B olarak belirlenmistir (Sekil 7).
Bu tiir, lipaz {iretimi, enzimin saflagtirilmasi ve karakterizasyonu igin se¢ilmistir. Lipolitik
aktivitesi belirlenen diger tiirler daha sonraki ¢alismalar i¢in kaynak olusturmak
maksadiyla kaydedilmistir.

Mucor hiemalis f. corticola IDM11B lipazinin saflastirilmasi amactyla amonyum

stilfat ¢oktiirmesi, diyaliz, Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografisi ve Q-Sepharose
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Fast Flow iyon degisim kromatografisi ardisik sekilde uygulanmistir. Saflagtirma
islemlerine amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile baslanms, ilk olarak %40 uygulanmis, en iyi
¢Oktiirme orant %75 olarak belirlenmistir. Coktiirme neticesinde 3.27 kat saflagtirma
yapilmistir (Tablo 12). Benzer sekilde, Hiol vd., (1999) yaptiklar1 ¢aligmada iki asama
olarak amonyum siilfat c¢oktiirmesi yapmislar ve sirastyla %40 ve %75 olarak
uygulamislardir. Saflastirma katsayisi ise 17 olarak belirlemislerdir.

Amonyum siilfatin uzaklastirilmasi: maksadiyla diyaliz islemi yapilmistir. Jel filtrasyon
matriksi olarak kullanilan Sephadex G—75 kolonu 3 ile 70 kDa biiytikliikteki proteinler igin
uygun bir kolon matriksidir (Dechow, 1989). Cesitli arastirmalarda farkli ebatlarda
kolonlar kullanilmistir. Hiol vd., (1999) jel filtrasyon i¢in 2.6 x 70 cm’lik kolon tercih
ederken, Ohnishi vd., (1994) 2 x 55 cm’lik kolon tercih etmislerdir. Bu ¢alismada ise 2.5 x
40 cm’lik kolon tercih edilmistir. Eliiatlarda yiiksek lipaz aktivitesi gozlenen 9-18.
fraksiyonlar (Sekil 9) toplanmistir. Toplanan eliiatta proteinlerin de yogun olarak 10 ile 15.
fraksiyonlarda geldigi goriilmiistiir. Hiol vd., de (1999) benzer fraksiyonlarda aktivite
belirlemiglerdir. ~ Calismamizda, toplanan fraksiyonlarda belirlenen aktivitenin
dogrulanmas1 i¢in aktivite jeli yapilmig ve bu fraksiyonlarda aktivitenin varlig
gosterilmistir. Bu asamada saflastirma katsayisi 4.1, verim ise % 49.6 olarak belirlenmistir.
Hiol vd., (1999) yaptiklar1 caligmada jel filtrasyon neticesinde verimi % 61 olarak
belirlemislerdir.

Mikrobiyal kaynakli lipazlarin saflagtirilmast i¢in farkli kromatografik teknikler
kullanilmaktadir. Lipazlarin saflagtirilmasinda kullanilan 6nemli bir teknikte iyon degisim
kromatorafisidir. Iyon degisim kromatografisinde proteinler, verilen pH degerindeki net
yiiklerine gore ayrilirlar. Matriks, proteinlerle elektrostatik ¢ekimlerine gore iliski kurar
(Scopes, 1994). Bu kromatografik yontem bir¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir
(Hiol vd., 1999; Brush vd., 1999).

Calismamizda da jel filtrasyon kromatografisinden sonra Q-Sepharose Fast Flow
matriksi ile doldurulmus iyon degisim kolonu kullanilmistir. Toplanan eliiatlardan 14 ile
17 numarali fraksiyonlarda aktivite belirlenmistir (Sekil 10). Fraksiyonlardaki protein
dagilmma bakildiginda 14 ile 20 no’lu fraksiyonlarda proteinlerin toplandig:
goriilmektedir. Yapilan elektroforez sonucunda, toplanan fraksiyonlardan aktivite
belirlenen fraksiyonlarin protein profilleri de ortaya konulmustur (Sekil 12).

Kromatografik ayirma islemlerinden sonra, elde edilen enzim eliiati elektroforetik

olarak analiz edilmistir. Ham enzim o6ziitiiniin ve saf enzim eliatinin tatbik edildigi %
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12’°lik dogal poliakrilamid jel elektroforezinde, a-naftil asetat-Fast Red substrat boyamasi
sonucunda, lipaz varligin1 gosteren tek bir bant gdzlenmistir (Sekil 12). Ham enzim 6ziiti,
saf enzim eliiati ve standartlarin birlikte yiiklendigi % 12’lik SDS poliakrilamid jel
elektroforezinde, coomassie brillant blue R-250 boyama sonucunda, ham enzim 6ziitiinde
var olan ¢ok sayidaki protein bantlarinin varlig1 gézlenmistir. Ayrica, standart proteinlerle
karsilastirildiginda, saf enzim eliiatinda, yaklasik 48 kDa’a karsilik gelen bir protein bandi
belirlenmistir.

Jel filtrasyonda proteinlerin eliisyon hacimleri ile molekiiler kiitlelerinin logaritmalari
arasinda dogrusal bir iligki vardir. Molekiiler agirligi bilinen proteinlerin jel filtrasyon
kolonundan gecirilmesi ile molekiiler agirligi bilinmeyen proteinlerin molekiiler agirliklar
bulunabilir. Bu teknigin 6nemli bir avantaji, ilgi duyulan proteine ait iyi bir aktivite
belirleme yontemi olmast durumunda saf olmayan 6rneklerle de calisilabilmesidir (Voet ve
Voet, 2004). Yapilan SDS-PAGE neticesinde saflastirilan lipazin 48 kDa civarinda oldugu
tespit edilmisti. Bunu dogrulamak amaciyla analitik jel filtrasyon yapildi. Analitik jel
filtrasyon neticesinde saflastirilan enzimin 46 kDa agirliginda oldugu belirlenmistir (Sekil
13). Elde edilen veriler 15181nda saflastirilan proteinin monomer oldugu sdylenebilir.

Iyon degisim kromatografisi neticesi saflastirilan enzimin saflastirma katsayis1 12,63,
verimi ise % 27,7 olarak belirlenmistir (Tablo 12). Bugiine degin farkli arastirmacilar ¢cok
cesitli organizmalardan lipaz saflastirilmasi yapmislardir. Hoshino vd., (1992) yaptiklari
calismada Fusarium oxysporum f. sp. lini lipazin1 Q-Sepharose kolonundan sonra enzimi
2.37 kat ve % 38.1 verimle saflastirmiglardir. Hiol vd. (1999), M. hiemalis f. hiemalis
lipazint 434 kat ve % 27.6 verimle saflagtirmiglardir. Brush vd. (1999), Ophistoma
piliferum ekstraseliilar lipazini 260 kat ve % 33 verimle saflagtirmislardir.

Enzim aktivitesinin ifadesinde pH onemli bir faktordiir. M. hiemalis f. corticola
lipazinin pH’ya bagimliligi, pH 4.0—11.0 degerleri arasinda incelendiginde, grafigin tek pik
verdigi ve optimum pH’nin 7.0 oldugu gozlenmistir (Sekil 14). pH nin enzim aktivitesi
lizerine etkisini gosteren bu grafige gore, enzimin, ndtr ve hafif alkali pH’larda p-nitrofenil
palmitati hidroliz etme yetenegi daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Enzim pH 8.0°de de
aktivitesinin % 90’11 korudugu belirlendi. Yapilan bir ¢alismada M. hiemalis f. hiemalis
lipazinin pH 6.0 ile 8.5 arasinda aktivitesinin % 60°tan fazlasin1 korudugu, optimum pH’s1
ise 7.0 oldugu bildirilmistir (Hiol vd., 1999). Enzim, bu degerlerden daha asidik ve alkali
pH degerlerine dogru gidildik¢e aktivitesini kaybetmekte oldugu tespit edilmistir.

Penicillium wortmanii lipazinin da benzer sekilde pH 7.0 ve 8.0’de optimum aktivite
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gosterdigi ve asidik ve alkali pH’larda aktivitenin énemli bir oranda diistiigii bildirilmistir
(Costa ve Peralta, 1999). Termotolerant bir mikrofungus olan Rhizopus homothallicus
lipazinin optimum pH’s1 7.0 olarak belirlenmis ve pH 5.0 ve 9.0’da aktivitesinin % 80’ini
kaybettigi tespit edilmistir (Diaz vd., 2006). Termofilik bir fungus olan Rhizopus oryzae
lipazinin optimum pH’s1 7.5 olarak tespit edilmistir (Hiol vd., 2000). Literatiirdeki verilere
gore, M. hiemalis f. corticola lipazinin diger mikrofungus ve bakteri lipazlarina benzer
optimum pH’ya sahip oldugu sdylenebilir.

M. hiemalis f. corticola lipazinin aktivitesinin sicaklikla degisimi, 25-50 °C araliginda
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, enzimin optimum sicakligi 40 °C olarak
belirlenmistir (Sekil 15). 25-30 °C araliginda enzim aktivitesinin % 60 civarinda oldugu ve
35 °C’de ise enzimin aktivitesini % 70’in {izerinde korudugu goézlenmistir. Enzim
aktivitesi 45 ve 50 °C sicakliklarda giderek azalmistir. Farkli caligsmalarda lipazlarin
optimum sicakliklart benzerlik gostermektedir. M. hiemalis f. hiemalis lipazinin optimum
sicakligi 40 °C (Hiol vd., 1999), Ophistoma piliferum lipazinin 35 °C, (Brush vd., 1999),
Aspergillus carneus termostabil lipazinin 37 °C (Saxena vd., 2003), Penicillium wortmanii
lipazinin 45 °C (Costa ve Peralta, 1999), Mucor sp. lipazinin 40 °C optimum sicakliga
sahip olduklar1 bildirilmistir.

M. hiemalis f. corticola lipaz aktivitesinin protein konsantrasyonuna bagimlilig
incelendiginde, aktivitenin 22 mg/mL’ye kadar artti§1 gézlenmistir. Daha yiiksek protein
konsantrasyonlarinda ise, lipaz aktivitesinin enzim miktarindan bagimsiz oldugu belirlendi
(Sekil 16).

Saflastirilan enzimin kinetik degerlerinin ve optimum substrat konsantrasyonunun
belirlenmesi calismast p-NPP substrati varliginda yapildi. Cizilen substrat-doygunluk
grafiginden, M. hiemalis f. corticola lipazinin basit Michealis-Menten kinetigine uydugu
ve enzimin optimum substrat konsantrasyonunun 10 mM oldugu belirlendi. 100 mM
substrat konsantrasyonunda, enzimin substrat1 ile doygunluga ulastig1 ve bundan sonraki
konsantrasyonlarda hizin degismedigi saptandi. Enzimin kinetik verileri olan Michealis-

Menten (K, ) ve maksimum hiz (V_ . ) degerleri, ¢izilen Hanes-Woolf egrisinden sirasiyla,

maks
1.327 mM ve 91.11 pumol/dk olarak belirlendi (Sekil 18). K,, degeri, substratin enzime olan
ilgisinin bir gostergesidir. Bu deger ne kadar kiiciik olursa, enzimin substrata kars1 ilgisi o
kadar fazladir. Fungal lipazlarin saflastirilmasi iizerine bir¢ok ¢aligma bulunmasina ragmen
arastirmalarda c¢ogunlukla kinetik parametreler hesaplanmamistir. Daha ¢ok substrat

spesivitesi ile pH ve 1s1l kararlilik iizerinde duruldugu belirlenmistir (Kriger vd., 1999;
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Saxena, 2003; Costa ve Peralta, 1999; Diaz vd., 2006). Hiol vd. (1999), substrat olarak p-
nitrofenil asetat kullanarak M. hiemalis f. hiemalis lipazinin K, ve Vs degerlerini
sirastyla 0.62 mM ve 861 pmol/dk/mg protein olarak belirlemiglerdir. Trichoderma viride
lipazinin K, ve Vmax degerlerini sirasiyla 1.14 mM ve 56 pmol/dk olarak bildirilmistir
(Kashmiri vd., 2006).

p-NPP substrati varliginda, Hill esitligi kullanilarak, Hill egrisi ¢izilmistir (Sekil 19).
Cizilen bu grafikten yararlanilarak, Hill sabiti (h) 0.99 olarak bulunmustur. Hill sabitinin
1’e yakin olmasi, M. hiemalis f. corticola lipazinin tek bir baglanma bdlgesinin
olabilecegini ve bu enzimin bir kooperativiteye sahip olmadiginin gostergesi olarak
disiiniilmektedir (Voet ve Voet, 2004).

M. hiemalis f. corticola lipazi, farkli pH degerlerinde 4 °C’de 24 saat ve 72 saat
inkiibasyona maruz birakildiginda, nétr ve hafif alkali pH degerlerinde lipaz aktivitesinde
genel olarak ciddi kayiplarin olmadigi gozlenmistir (Sekil 20). Dolayisiyla, M. hiemalis f.
corticola lipazinin, yiiksek pH kararliligina sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle 4 °C’de
24 saat inkiibe edildikten sonra, enzimin aktivitesini calisilan her pH degerinde % 80’in
tizerinde korumasi, s6z edilen sicaklik ve siire zarfinda enzimin oldukga kararli oldugunu
gostermektedir. Enzim, 4 °C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra, pH 7.0-9.0 araliginda,
aktivitesini % 75’ lizerinde korundugu belirlenmistir. pH 5.0 ve 6.0 ile pH 10.0 ve
11.0°de ise enzimin aktivitesinin yaklasik % 70’ini kaybettigi gozlenmistir. Saxena vd.,
(2003), Aspergillus carneus lipazinin pH 7.0-10.0 arasinda stabil kaldigimi ve pH 11.0’de
kalan aktiviteyi % 52.4 olarak bildirmislerdir. Literatiirde yiiksek pH kararliligina sahip
birgok lipaz bildirilmistir. Bunlardan bazilari, Humicola lanuginosa (Lui vd., 1973),
Rhizopus japonicus (Aisaka ve Terada, 1981), Aspergillus terreus (Yadav vd., 1998)
lipazlaridir. Fungal lipazlarin pH kararliliklar biiyiik oranda benzerlikler gostermektedir.
Saflastirilan M. hiemalis f. corticola lipazinin, Penicillium wortmani (Costa ve Peralta,
1999) lipazina benzer sekilde asidik ve alkali pH’larda stabil olmadig1 goriilmektedir. Hiol
vd., (1999), M. hiemalis f. hiemalis lipazinin, M. hiemalis f. corticola lipazina benzer
sekilde pH 7.0’de optimum aktivite gosterdigi, asidik ve alkali pH’larda aktivitenin %
80’lere varan oranlarda diistiigiinii bildirmislerdir.

M. hiemalis f. corticola lipazinin, 30-80 °C araliginda, 30 dakikada bir aktivite tayini
yapilmak suretiyle, toplam 90 dakikalik inkiibasyonu sonunda kalan aktiviteleri
belirlenerek, 1s1l kararlilig1 incelenmistir (Sekil 21). Elde edilen verilere gore, 30 °C’de, 1

saatlik inkiibasyon sonunda enzim aktivitesini % 90’1n iizerinde korudugu goriilmiistiir.
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Elde edilen verilere gore sicaklik arttik¢a lipaz aktivitesinin diistiigii belirlenmistir. 40 ve
50 °C’de 1 saatlik inkiibasyon sonunda aktivitesini % 80 civarinda korurken, artan
inkiibasyon siiresinde aktivitesini giderek kaybettigi gozlemlenmistir. 60—80 °C araliginda,
30 dakika sonunda enzim aktivitesinin % 50’sini, 1 saat sonunda %70’ini kaybettigi
belirlenmigtir. 70 ve 80 °C’de ise, 1 saatlik inkiibasyon sonunda enzim aktivitesinin %
10’un altina diistiigli ve inkiibasyon siiresi sonunda enzim aktivitesini tamamen kaybettigi
belirlenmistir. Hiol vd. (2000), termofilik bir sus olan Rhizopus oryzae lipazinin 30 dakika
icinde, 35 °C’den sonra aktivitesini hizla kaybettigini, 50 °C’de aktivitesinin neredeyse
%80’ini kaybettigini bildirmislerdir. Ayni1 arastirmacilar tarafindan yapilan bagka bir
calismada (Hiol vd., 1999), M. hiemalis f. hiemalis lipaz1 15 dakika belirli sicakliklarda
inkiibe edilerek aktivite tayini yapilmis, 40 °C’ye kadar stabil kalirken 45 °C’de
aktivitesinin % 20’sini, 55 °C’de ise neredeyse tamamini kaybetmistir. Penicillium
wortmani (Costa ve Peralta, 1999) lipazinin da benzer sekilde 40 °C’den sonra
aktivitesinin azalmaya bagladigi, 60 ©°C’de yaklasik olarak % 90’11 kaybettigi
bildirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda saflastirilan M. hiemalis f. corticola lipazinin diger
fungal lipazlara benzer 1s1l kararlilik karakteri gosterdigi sdylenebilir.

Metal iyonlari, proteinlerin ¢ogunda ili¢ boyutlu yapilarin olusmasinda ve aktif
merkezde substratlarin katalizlerinde dogrudan veya dolayli olarak Onemli rol
oynamaktadirlar. Bazi enzimler, aktiviteleri i¢in kofaktdr olarak metal iyonlarina ihtiyag
duyarlar. Metal iyonlar1 farkli koordinasyon sayilarina ve yaptiklar1 bilesiklerde farklh
koordinasyon geometrisine sahip olabilirler. Bu sebeple metal iyonlar1 proteinler karsisinda
farkli ligand 6zellikleri gosterebilir ve proteinlerin farkli bolgelerine baglanabilirler. Bunun
sonucunda da enzim aktivitesini farkl sekilde etkileyebilirler (Bock vd., 1999; Di Tusa
vd., 2001). Bu amagla ¢alismamizda, M. hiemalis f. corticola lipaz aktivitesi {izerine bazi
1A, 2A ve gegis metallerinin kloriir tuzlarinin etkileri incelendi (Sekil 22). Lipaz aktivitesi
{izerine etkisi incelenen metal iyonlarindan, Mn*"nin 1 mM’lik ¢bzeltisinin enzim
aktivitesini yaklasik % 4 arttirdigi, diger metal iyonlarmin 1 mM’lik ¢o6zeltilerinin
aktivitede 6nemli bir degisiklik yapmadigi, Cd*" hari¢ diger metal iyonlarmm 10 mM’lik
¢ozeltilerinin aktiviteyi %10 civarinda inhibe ettigi, Cd*"nin herhangi bir etki
gostermedigi goézlenmistir. M. hiemalis f. hiemalis lipaz1 tizerine yapilan ¢alismada (Hiol
vd., 1999), enzim aktivitesinin Ca™ iyonunun 10 ve 25 mM’lik konsantrasyonlarda
aktiviteyi onemli oranda artirdigi, Na', Mg®", Co’" ve Mn®" iyonlarmm az da olsa

aktiviteyi artirdigi, Fe**, Cu®" ve Ba®" iyonlarmim inhibisyona neden oldugu belirtilmistir.
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Hiol vd., (2000), Rhizopus oryzae lipaz1 lizerine bazi metal iyonlarinin etkilerini
incelemisler, Fe*”, Hg”" ve Cu®"nin inhibisyona neden oldugunu tespit etmislerdir. Fakat
Hoshino vd., (1992), Fe’"iin herhangi bir inhibisyona neden olmadigini Ca** ve Ba*"nin
kismen aktiviteyi artirdigmi belirlemislerdir. Lipazlar kofaktdre ihtiyag duymayan
enzimlerdir (Harwood, 1990). Literatiirdeki calismalara bakildiginda metallerin etkisinin
incelenmesinde farkli sonuglarin alindigi goriilmektedir. Aktivasyona veya inhibisyona
sebep olma gibi durumlar, metal iyonlarinin proteinlerin farkli bdlgelerine baglanmalari
sonucu, enzimin yapisin1 farkli sekilde etkileyebilmelerinden kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (Bock vd., 1999; Di Tusa vd., 2001).

Sonug olarak, bu c¢alisma ile Rize’de cay yetistirilen topraklardan izole edilen
mikrofunguslarin lipolitik aktiviteleri belirlenmis, en iyi aktivite gosteren sus olan M.
hiemalis f. corticola IDM11B susunun iiretmis oldugu lipaz saflagtiritlmis, p-nitrofenil
palmitat substrat1 varliginda, optimum pH ve sicaklik, pH ve 1si1l kararliligi, metal iyon
etkisi, kinetik bazi1 parametreler agisindan incelenmis ve gesitli organizmalardaki lipazlara

olduke¢a benzer biyokimyasal 6zellikler gosterdigi saptanmistir.



5. ONERILER

Calismada Rize’de cay yetistirilen topraklardan daha Once izole edilen ve Rize
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Kiiltiir Koleksiyonu’nda muhafaza
edilen mikrofunguslar kullanildi (Karaoglu ve Ulker, 2006). Bu calismada lipolitik
aktiviteleri yliksek olarak tespit edilen diger suslarin da saflastirma ve karakterizasyon
calismalar1 yapilabilir.

Enzim tiretiminde besiyeri ya da fermentasyon ortaminin optimizasyonu énemli bir
basamaktir. Uretim sartlarinimn iyilestirilmesi ¢alismalar1 eksik kalmustir. Daha sonraki
caligmalarda bu eksiklik giderilebilir.

Pekcok endiistriyel, analitik ve klinik silirecte, enzimler substrat c¢ozeltisi ile
karigtirilirlar ve iriine donistiiriildiikten sonra ekonomik olarak geri kazanilamazlar.
Enzimlerin sadece bir kere kullanilmalari, pahali olmalari nedeni ile biiyiikk masraflara
neden olmaktadir. Bu nedenle immobilize olarak defalarca kullanilmalar1 ekonomik olarak
daha makul olmakla birlikte enzimatik siiregler siirekli olarak da yapilabilmektedir.
Immobilizasyon ayrica enzimlerin kararliligini artiran bir yontemdir. Bu calismada, elde
edilen enzim immobilize edilerek, ileri derecede karakterize edilebilir ve kararlilig
artirilabilir. Bu sayede enzimin endiistriyel agidan kullanimi kolaylastirilabilir.

Lipazlarin katalitik aktivitelerinin incelenmesinde substrat ozgiilliikleri onemlidir.
Lipaz aktivitesi ol¢iimiinde farkli birgok yontem bulunmasina ragmen en ¢ok tercih edilen
titrimetrik yontemdir. Ayrica spektroflorometrik yontemin de c¢ok hassas oldugu
bildirilmektedir. Imkanlar dahilinde bu yontemler de kullanilabilir.

Saflastirma islemlerinde proteolitik aktivitenin engellenmesi i¢in 4 °C’de c¢alisilmast
onemlidir. Soguk odasi bulunmayan laboratuarlarda kromatografik buzdolaplarinin
kullanilmas1 6nerilmektedir.

Calismada enzimin optimum pH 7.0 ve 40 °C’de aktivite gosterdigi, 50 °C’ye kadar
kismen stabil oldugu, pH 7.0-9.0 arasinda 72 saate kadar kararli oldugu belirlenmistir.
Endiistriyel islemlerde c¢ogunlukla termofilik enzimlerin tercih edilmesine karsin
deterjanlarin diisiik sicaklilarda da kullanilmasi enzimin ticari olarak kullanilabilecegini
gostermektedir.

Rekombinant DNA teknolojisinin modifiye edilmis proteinlerin iiretiminde biiyiik rolii

vardir. Enzimi kodlayan gen bolgesi tespit edilip, prokaryot bir organizmaya klonlanabilir.
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Bu sekilde enzimin bol miktarda iiretilmesi saglanabilir. Bolge spesifik mutasyonlarla,
calismada saflastirilan enzimin optimum pH degeri 7°den daha asagiya diistiriilebilir ve
optimum sicaklik degeri ve 1s1l kararlilig: yiikseltilebilir.

Enzimlerin karakterizasyonunda inhibitor ¢aligmalar1 6nem arz etmektedir. Lipazlarda
inhibisyon c¢alismalar1 obezitenin Onlenmesi c¢alismalarinda kullanildigi bilinmektedir.
Bilinen inhibitorlerin ve yeni bazi bilesiklerin enzim aktivitesi iizerine etkileri
incelenebilir.

Saflagtirilan  lipazin N-ucu aminoasit dizisi belirlenerek, bilinen tiirlerle
karsilastirilabilir. Enzimin izoelektrik noktasinin belirlenmesi amaciyla izoelektrik
odaklama yapilabilir.

Son yillarda proteinlerin analizinde kiitle spektroskopisi yaygin bir sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Protein 6rnegi belirli bazi enzimlerle (tripsin vb.) kesildiginde
Ozgln peptit parcalart olusmakta ve bu parcalar protein parmak izini olusturmaktadir.
MALDI-MS ile analiz edilen oOrneklerden elde edilen bilgiler veritabaninda bulunan
bilgilerle karsilastirilarak protein hakkinda yapisal bilgi edinilebilmektedir. Saflastirilan M.
hiemalis f. corticola IDM11B lipazinin da bu kapsamda analiz edilerek protein hakkinda

detayl1 bilgilerin edinilmesi miimkiin olabilecektir.
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