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OZET

HALOFILIK ARKEAL KAYNAKLI LIiPAZ URETIM KOSULLARININ
OPTiMiZASYONU VE AKTIF LIPAZIN SAFLASTIRILMASI

Melis OZGEN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Sevil YUCEL
Es Danisman: Dr. Azade ATTAR

Lipazlar, enzim siniflandirmasinda hidrolazlar grubunda yer alan, triagilgliserollerin
serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Endustriyel
lipazlar, genellikle hiicre disi lipaz Ureten mikroorganizma tirlerinden saglanir.
Mikrobiyal lipazlar ¢ogunlukla sivi kiltlir ortamlarinda Uretilirler ve aktiviteleri
karbon/azot kaynaklarinin tiir ve derisiminden, ortam pH’indan ve sicakliktan etkilenir.

Ekstremofilik organizmalar, molekiiler adaptasyonlari sayesinde ekstrem kosullar
altinda stabil ve aktif enzimler (ekstremozimler) sentezleme vyetenegine sahip
olduklarindan, énemli biyoteknolojik potansiyelleri bulunmaktadir ve bilimsel agidan
biylk ilgi cekmektedirler. Bu c¢alismada, lipaz kaynagl olarak Tirkiye Tuzkoy
Madeni’nden izole edilen, ekstrem halofilik arkea olan Haloarcula hispanica 2TK2 susu
kullanilmistir. Halofilik arkealar, cok yiliksek tuz konsantrasyonlarina ve ekstrem
kosullara kolayca adapte olabilme 6zelligine sahiptirler.

Bu calismada lipaz Uretiminde Onem tasiyan ortam parametrelerinden karbon
kaynaklari ve tuz konsantrasyonu incelenmis, Haloarcula hispanica icin en uygun lipaz
Uretim parametreleri tespit edilmistir. Karbon kaynagl olarak c¢esitli yaglarin
(zeytinyagi, susam yagi, aynisafa yagi, kudret nari, cuha cicegi yagi, ceviz yagi ve balik
yagil), yag asidi esteri tribltirinin ve yag asidi esterleri stearik asit ve oleik asidin,
yaglarin farkh derisimlerinin ve tuz konsantrasyonunun (3M, 4M ve 5M NaCl) hiicre disi

Xiv



lipaz aktivitesine etkisi incelenmistir. Optimum lipaz Uretim kosullarini belirlemek
amaciyla, bu parametreler kullanilarak farkl besiyerleri (pH=7,5) hazirlanmis, ekim
islemi yapilmis ve 40°C’de 60 giin boyunca inkiibe edilmistir. iki giinde bir dizenli
olarak numune alinarak, titrasyon yontemiyle lipaz aktiviteleri takip edilmistir. Yapilan
deneyler sonucunda Haloarcula hispanica’nin hiicre disi lipaz Urettigi, Gretim ortamina
katilan bazi yaglarin lipaz uretimini tetikledigi, en uygun karbon kaynaklarinin %2
derisimde ceviz yagl ve balik yagi, %1 oraninda stearik asit ve tributirin oldugu, en
uygun tuz konsantrasyonunun 4M NaCl oldugu tespit edilmistir.

Uretilen lipaz enzimi, amonyum siilfat ¢éktiirmesi ve ultrafiltrasyon islemleriyle kismi
olarak saflastirilmis, enzimin optimum calisma kosullarini belirlemek amaciyla farkl
sicaklik, pH ve tuz konsantrasyonlarinda aktivite tayinleri yapilmistir. Optimum sicaklik
ve pH degerleri sirasiyla 45°C ve 8,0 olarak saptanmistir. Farkh tuz
konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi 6l¢tilmis, optimum aktivitenin tuzsuz ortamda
gerceklestigi, tuz konsantrasyonu arttikca aktivitede bir miktar disme oldugu ancak
5M tuz konsantrasyonunda aktivitesinin %85’ini koruyarak asiri tuzlu ortamlarda
stabilite gosterdigi belirlenmistir. Bunu yani sira, elde edilen lipaz enziminin Triton X-
100 ve SDS ylizey aktif maddelere karsi direnci arastiriimis ve deterjan endUstrisindeki
kullanim potansiyeli ortaya konmustur. Kismen saflastirilmis olan lipaz, deterjan
katkilari varliginda aktivitesini bilylk oranda koruyabildigi icin Uretilen enzimin
deterjanlarda kullanim potansiyeline sahip oldugu distnilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Haloarcula hispanica, ekstrem halofilik arkea, ekstremofil,
ekstremozim, lipaz, lipolitik aktivite, kismi saflastirma

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESi FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

OPTIMISATION OF HALOPHILIC ARCHAEAL LIPASE PRODUCTION MEDIA
AND PURIFICATION OF THE ACTIVE LIPASE

Melis OZGEN

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Sevil YUCEL
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Lipases belong to the hydrolase family of enzymes, hydrolyze triacylglycerides into
fatty acids and glycerol. Industrial lipases are mainly produced from microorganisms
that secrete extracellular lipase. Microbial lipasesare usually produced by submerged
fermentation and their activities are influenced by the type and concentration of
carbon/nitrogen sources, pH and temperature.

Extremophilic organisms have drawn much scientific interest and have important
biotechnological potentials because of their molecular adaptation and their ability to
synthesise stable and active macromolecules in extreme environmental conditions. In
the present study, an extreme halophilic archaea Haloarcula hispanica 2TK2 strain
isolated from Tuzkoy Salt Mine of Turkey is used as lipase source. Halophilic archaea
easily adapted to life in extreme salty environments, so that their proteins maintain
stability and functionality in extreme habitats.

In this study, important parameters for lipase production, carbon sources and salt
concentration are investigated and optimal conditions for lipase production from
Haloarcula hispanica are determined. As carbon sources, a variety of oil (olive oil,
sesame oil, calendula oil, bitter melon oil, evening primrose oil, walnut oil and trout
oil) in different concentrations, tributyrin as a fatty acid ester, stearic acid and oleic

XVi



acid as fatty acids are examined. The effects of these parameters and salt
concentrations (3M, 4M and 5M) on extacellular lipase production are investigated. In
order to determine optimal lipase production conditions, these parameters are
variated in different Brown media (pH=7,5), cultivated and incubated at 40°C for 2
months. Sampled every second day, titrimetric and spectrophotometric activities are
monitored. As a result of the experiments, it has been reported that Haloarcula
hispanica produce extracellular lipase enzyme and some of the carbon sources
stimulate the lipase production. The highest lipase acitivities performed in presence of
2% walnut and trout oil, 1% stearic acid and tributyrin as carbon sources and 4M NacCl
as salt concentration.

Lipase is obtained and partially purified applying ammonium sulfate precipitation and
ultrafiltration. In order to determine optimal conditions for lipase activity, activity
assays performed at different temperature, pH and salt concentrations. Optimal
temperature and pH values are 45°C and 8,0 respectively. Optimal activity was
performed at salt free conditions and activity decreased as the salt concentration
increased but 85% activity was recovered at 5M NaCl concentration and resulted as
stability at high NaCl concentrations. Besides, obtained lipase enzyme tested against
surface active agents like Triton X-100 and SDS and potential uses in detergant industry
is reported. The partially purified lipase succeeded to recover its activity in the
presence of detergentadditives tested; therefore, the enzyme has been considered to
have a required potentialfor detergent industry.

Keywords: Haloarcula hispanica, extremely halophilic archaea, extremophile,
extremozyme, lipase, lipolitic activity, partial purification
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Lipazlar, c6ziinmeyen trigliserit substratlarina etki gostererek araylizey aktivasyonunu
katalizleyen enzimlerdir. Biyoteknolojik uygulamalarda onemli olan biyokatalizorlerin
basinda gelmektedirler. Endlstriyel prosesler genel olarak zor sartlar altinda
gerceklestiklerinden, ekstrem sicakliklar ve pH, ekstrem tuz konsantrasyonlari ve
organik ¢ozuculerin varligl gibi enzimatik reaksiyonlar igin elverigsiz kosullarda da
aktivitelerini strdirebilen enzimlerin uygulama potansiyelleri vardir. Bu bakimdan,
ekstremofillerden elde edilen lipazlar, endistriyel proseslere 6nemli alternatif

¢Ozlimler sunmaktadirlar.

Halofilik mikroorganizmalar, tuzu seven ekstremofilik organizmalardir ve yliksek tuz
konsantrasyonlarina adaptasyon saglama yetenegine sahiptirler. Diger proteinlerin
denatlirasyonuna neden olan, yiiksek sicaklik, tuz konsantrasyonu, organik ¢6ziculer
ve yuzey aktif maddelerin varhgi gibi ekstrem kosullarda halofilik proteinler g boyutlu
yapilarini koruyarak ¢ézundurliklerini ve konformasyonlarini kaybetmeden aktivitelerini
surdirurler. Bu nedenle, ekstrem tuzlu ortamlarda stabil ve aktif olan lipolitik enzimler

Uzerine yapilan karakterizasyon ¢alismalarinin 6nemi son zamanlarda artmaktadir.

1.2 Tezin Amaci

Bu calismanin amaci, Gizerinde az sayida enzim calismasi bulunan, 2004 yilinda ilk defa
Turkiye Tuzkdy Madeni'nden izole edilen, halofilik arkea oldugu bilinen Haloarcula

hispanica 2TK2 susundan lipaz enziminin UGretimi, enzim Uretimini etkileyen



parametrelerin optimizasyonu, elde edilen ve kismi olarak saflastirilan lipaz enziminin
optimum sicaklik ve pH degerlerinin saptanmasi, ekstrem kosullardaki fonksiyonu,
farkl tuz konsantrasyonlarindaki stabilitesi ve ylzey aktif kimyasallara karsi direncinin

arastirilmasidir.

1.3 Hipotez

Bu c¢alismada kullanilan Haloarcula hispanica, yeni tanimlanmis, tzerinde yeterli enzim
calismasi bulunmayan, asiri tuzluluga ve sicakhga dayanikli oldugu saptanmis bir
arkeadir. Halofilik arkealar ve proteinleri cok yiksek tuz konsantrasyonlarina kolayca
adapte olabilme 06zellikleri dolayisiyla, ekstrem ortamlardaki stabilitelerini ve
fonksiyonlarini slirdirmekte, bu nedenle literatiirde “ekstremozim” ifadesiyle
tanimlanmaktadirlar. Ekstremozimlerin, ekstrem kosullar altinda yapilarini koruyabilme
Ozellikleri sayesinde termal ve alkali stabilite gerektiren, ekstrem reaksiyon sartlari
altinda gerceklestirilen proseslerde kullanima uygun olabilecekleri distnidlmektedir.
Bu ozelliklerinden dolayr bu ¢alisma igin tercih edilen Haloarcula hispanica, 6zellikle
ekstrem kosullar altinda gercgeklestirilen enddstriyel proseslerde 6nemli uygulama

potansiyeline sahiptir.

Halofilik arkeadan (retilen lipaz kismen saflastirilarak, bazi deterjan katki maddelerinin
varliginda aktivitesi incelenmis ve enzimin deterjanlarda kullanima uygunlugu
arastirilmistir. Bu ¢alisma, 2004 yilinda tanimlanmis olan Haloarcula hispanica’dan lipaz
Uretimiyle ilgili literatlrde bir calismanin olmamasi, Uretilen lipazin diinya pazarinda
onemli yeri olan deterjan sektériinde kullanim potansiyelinin olmasi nedeniyle 6nem

tasimaktadir.



BOLUM 2

TEORIK BILGILER

Bu bélimde enzimler hakkinda genel ve lipaz enzimi hakkinda detayl bilgiler
verilecektir. Enzim kaynagi mikroorganizmalardan Haloarcula hispanica’nin fonksiyonu

ve Ozellikleri anlatilacaktir.

2.1 Ekstremofilik Arkeler

1930’lu yillarda Edward Chatton, tim canlilari evrimsel gelismislik dizeyleri,
benzerlikleri ve hiicre morfolojileri yoniinden prokaryot ve Okaryot olmak Ulizere iki
gruba ayirmistir. ilerleyen zaman igerisinde ribozomal RNA dizi analizlerini kapsayan
molekiler tekniklerin kullanilmaya baslanmasi ile hiicresel yasamin U¢ ayri dalda
evrimlestigi kabul edilmis ve yasamin Uglincli formu olan Arkebakteriler 1970'lerin
sonunda tanimlanmistir. Boylece canlilar, prokaryotik olan Bakteri ve Arkeler ile

Okaryotlar olmak tizere 3 domain’e (iist aleme) ayrilmistir [1].

Bakteriler gibi arkealar da c¢ekirdegi olmayan tek hicreli canhlardir,
yani prokaryotlardir. ilk tanimlanan arkeler asiri ortamlarda bulunmus olmalarina

ragmen sonradan hemen her habitatta rastlanmislardir [2].

Membran lipidlerinin kimyasal yapisi, Arkeleri bakteriden ayirt etmede kullanilr.
Bakteri ve Okaryotlarda hiicre zari lipidlerini meydana getiren yag asitleri ve gliserol
ester bagi ile birbirine baglanirken, Arkea’nin hiicre zari lipidleri eter bagi ile birbirine

baglanan uzun hidrokarbon zincirleri ve gliserolden olusur [3], [4].


http://tr.wikipedia.org/wiki/Prokaryot

Biyolojik bir terim olarak “arkea” ile jeolojideki Arkean veya Arkeozoik dénemin bir
iliskisi yoktur. Arkeozoik dénem, yer tarihinde arke ve bakterilerin gezegende yasayan
tek canlilar oldugu bir dénemin ismidir. Bu canlilara ait muhtemel fosiller 3,8 milyar yil

oncesine tarihlenmislerdir [2].

1970’li yillarin sonunda kesfedilen arkebakteriler birgok biyologu fazlasiyla sagirtmistir.
Cunkl bu bakteriler asir sicak, asirn tuz gibi ¢cok ekstrem kosullarda yasayabilme
ozelligine sahiptirler. Cogu arkea, asiriseverdir (ekstremofil). Bazisi yliksek
sicakliklarda, gayzerlerde veya deniz dibi sicak su kaynaklarinda olugu gibi 100 °C'nin
Ustlinde yasarlar. Bazilari ¢ok soguk ortamlarda veya asiri tuzlu, asit veya alkali
ortamlarda bulunurlar. Bazi arkeler de iliman sartlarda yasar (mezofil); bataklik, deniz
suyu, toprak ve atik sularda bulunurlar. Cogu metanojenik bakteri gevis getiren
hayvanlarin, insanlarin ve termitlerin sindirim sisteminde bulunur. Arkeler genelde

diger organizmalar icin zararsizdir ve hastalik etmeni olarak bilineni yoktur [2].

Arkeler tercih ettikleri habitatlarina gore bes gruba ayrilirlar. Bunlar tuzsevenler

(halofiller), metanojenler, silfur indirgeyenler, isisevenler (temofiller) ve psikofillerdir.

o Halofiller: Asiri tuzlu ortamlarda yasarlar. En 6nemli o6zellikleri ¢ok tuzlu
alanlarda vyasayabilmeleridir. Dogal tuz yilzeylerinde vyasarlar. Fotosentez

yapabilirler.

e Metanojenler: Anaerobik ortamda yasarlar ve metan {Uretirler (oksijensiz
ortamda Urerler; enerji metabolizmalarinin bir sonucu olarak metan gaz
uUretirler). Arkebakterilerin blytk bir kismini olustururlar. Batakliklar ve goéllerin
dipleri gibi oksijence fakir alanlarda, tortutabakalarinda ve hayvanlarin
bagirsaklarinda vyasarlar. Bu tirler 98°C civarinda en iyi gelisimi
gosterirler.84 °C’'nin altindaki sicakliklarda olurler. Bazi tirleri ise volkanik

bolgelerde sicakligin 110 °C oldugu sularda bulunurlar.

e Termofiller: Sicak su kaynaklari gibi yuksek sicaklikl yerlerde yasarlar. Bu
gruplar mutlaka molekiler genetik yontemlerle belirlenmis filojenilere
uymayabilirler, tim arkeleri kapsamayabilirler ve birbirlerini dislamayabilirler.

Gene de daha ayrintili calismalara baslangic olarak faydali sayilirlar.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Jeoloji
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Arkeozoik&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yer
http://tr.wikipedia.org/wiki/Ekstremofil
http://tr.wikipedia.org/wiki/Gayzer
http://tr.wikipedia.org/wiki/Termit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Sindirim_sistemi

e Termoasidofiller: Kemosentetik olan bu bakteriler silfir kaynaklarinda
bulunmuslardir.65-85°C’lik sicakliklari ve pH’iIn 1,0 oldugu yiksek asidik

ortamda bulunurlar.

« Siilfiir indirgeyenler: Hidrojen ve genellikle volkanik kékenli inorganik siilfiirii
enerji kaynagi olarak kullanirlar. 85 °C sicaklikta yasayabilirler. Bu bakteriler

hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

o Psikofiller: Bunlar asiri soguk ortamlarda yasayabilen canlilardir [2].

2.1.1 Halofilik Arkeler

Asiri halofilik arkea, ¢ok cesitli prokaryot tiirlerini iceren bir gruptur. Dogal tuz golleri,
denizler, yuksek tuzlu topraklar ya da cok tuzlanmis balik ve et tirl yiyeceklerin
ylzeyleri gibi yapay olarak ortaya ¢ikan yliksek derecede tuzlu ortamlar, bu gruptaki
canlilarin habitatidir. Bu tip habitatlar genellikle “hipersalin” (asiri tuzlu) olarak
adlandirilir. "Asiri halofilik" terimi bu canlilarin tuz ihtiyacinin ¢ok ylksek oldugunu
belirtmek igin kullanilmistir. Bu tuzluluk orani, kimi zaman ortamin tuza doyum
noktasina yakin olabilir. Bu organizmalar normal olarak minimum 1,5 M (yaklasik %9)
NaCl'ye ihtiya¢c duyarlar. Optimal bliyime icin bu konsantrasyon 2-4 M (%12-13)
olmalidir. Hemen hemen biitlin asiri halofiller doyum noktasi olan 5.5 M NaCl (%32)
konsantrasyonda buylyebilirler, fakat bazi tiirler igin béyle bir ortamda biyliime ¢ok

yavas olabilir [5].

ilk halofilik arkelere ait bilgilere 5000 yillik Cin eserlerinde rastlanmistir; denizden tuz
elde edilmesi islemlerinde suyun kizardigl belirtilmistir. Bu sonucun halofilik
bakterilerden kaynaklandigi bilinmektedir. 1919 yilinda Klebahn raporuna gore
muhtemelen halobakterilerin ilk dogru tanimlamalari yapilmis ve ilk bakteri Bacillus
halobius olarak adlandirilmistir. Bunu takiben 1922 yilinda tuzlanmis konserve morina
balg! Gzerindeki kirmizi lekelenmeye neden olan etken Pseudomanas salinaria izole
edilmistir. 1930’lu yillarda solar tuzla ve tuz gollerinin ilk mikrobiyolojik ¢alismalari
yapilmis ve bu tir ekosistemlerdeki kirmizi halofilik bakterilerin dnemi gesitli calismalar

neticesinde ortaya konmustur [6], [7], [8].


http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/sozluk.htm#halofil
http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/sozluk.htm#prokaryot
http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/sozluk.htm#habitat

Halofil bakteri gruplari, gelismeleri igin ihtiya¢ duyduklari tuz miktarina goére ayrilirlar.
Arastirmacilar 0,2 M’dan daha az NaCl konsantrasyonunda gelisenleri “halofil
olmayanlar”, 0,2-0,5 M NaCl konsantrasyonunda gelisenleri “zayif halofiller”, 0,5-2 M
NaCl konsantrasyonunda gelisenleri “orta halofiller”, 2-5,2 M NaCl konsantrasyonunda

gelisenleri ise “asiri halofil” bakteriler olarak siniflandirmislardir [9], [10], [11].

Halofilik proteinlerin aktivite, kararhlik veya ¢ézunurliik igcin tuza gereksinimleri vardir.
Halofilik protein denebilmesi igin ortamda en az 2,5 M NaCl bulunmalidir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlari proteinlerin konformasyonel kararlhiligini etkiler [12]. Halofilik
arkebakterilerin diger bircok proteinlerine benzer olarak hiicre duvari proteini distile
suya konuldugu zaman denatiire olur. Sonug olarak tuz yoklugunda hiicre duvarinin
denatlire olmasindan ve dagilmasindan 6tirl hiicreler pargalanir ve protein icerikleri

disari verilir [13].

Halobakteri ifadesi kirmizi pigmentli ekstrem halofilik archaea, Halobacteriales
ordosunda tek familya olan Halobacteriaceae lyelerini ifade eder. Halobacteriales
ordosu kok ve basilden yassi ekstrem ¢ok sekilli (pleomorfik) ve Haloarcula japonica’ da
goruldugl gibi ticgen, trapezoid sekilli hiicreleri icermektedir. Heniz kiltire edilmemis
ancak 16S rRNA sekans analizi ¢alismalari sonucunda bu grupta yer aldig1 belirlenen
kare sekilli hiicrelerde tespit edilmistir [14]. Cogu halobakteri blylimeleri ve hicre
batinluglni saglamalari igin 1,5M NaCl’e ihtiya¢ duyarlar. Halobakteriler halofilik
bakterilerden archaeal karakteristikleriyle (6zellikle eter bagh lipidleri) ayrilir. Cogu
halobakteri C50 karotenoidlerin varligindan dolayi kirmizi veya turuncu pigmentlidir
fakat bazi tirleri renksiz gaz vezikilleriyle beyaz, opak veya pembe pigmentlidir.
Bakteriyorodopsin iceren mor membrana sahip halobakterilerde mor renkte gorilebilir

[15].

Halobakteriler en halofilik mikroorganizmalardir ve hipersalin tuzlalar doygunluga
eristiginde baskin olurlar, tuzlu suya kirmizi bir renk verir. 2500 yil 6ncesine ait Cin
kayitlarinda tuzlalarin kirmiziya blriindiglt  halobakteriyel bir patlama oldugu
bildirilmistir. Halobakteriyel karetenoid pigmentleri glines isinlarinin radyasyona, artan

sicakliga ve tuzlalardaki buharlasmaya karsi hiicreye bir koruma saglar [15].



Soda golleri sinirh oranda alkalifiliklere barinak olur, bunlar yiiksek tuzun yaninda
yuksek pH’a ihtiya¢ duyarlar. Dilnyadaki no6tral hipersalin sular Haloarcula,
Halobacterium, Halorubrum gibi hemen hemen benzer halobakteriyel tirlere ev

sahipligi yapar [16].

Halobacterium hiicresinin hiicre duvar glikoproteinlerden olusur ve Na* iyonlari ile
stabilize edilir. Na* iyonlari Halobacterium’un hiicre duvarinin dis ylizeyine baglanarak
hiicre yapisinin korunmasini saglar. Eger ortamda yeterli miktarda Na* iyonu yoksa
hicre duvari pargalanir ve hiicre patlar. Halobacterium’un hicre duvarinda
glikoprotein yapisinda negatif yikli aspartat ve glutamat gibi asidik aminoasitler
bulunur. Bu aminoasitlerin karboksil gruplarinin sebep oldugu negatif yiikler, Na* iyonu
ile kaplanir. Na* iyonu sulandirilarak uzaklastirildiginda, bu proteinlerin negatif yiklu
kisimlari birbirlerini iterek hiicrenin patlamasina neden olur. Halobacterium’un
sitoplazmik proteinleri oldukgaasidiktir ve aktiviteleri icin K+ iyonu gereklidir. Ayrica
ribozom yapisinin bozulmamasi igin, dis ortamlarda fazla miktarda Na* iyonuna, ig

ortamlarda ise K+ iyonuna ihtiyag vardir [17], [18].

Halofilik organizmalarin (6zellikle bakterilerin) karakterizasyonu ile ilgili birtakim
calismalar yapilmistir. Ekstrem olarak adlandirilan bircok mikroorganizma adaptasyon
gosterdikleri ortam kosullarina baglh olarak ¢esitli 6zelliklere sahiptirler. Bu nedenle bu
mikroorganizmalarin biyoteknolojik ve ticari 6énemleri olduk¢a ylksektir. Halofilik
organizmalar arasinda bugiine kadar 6zellikle gram negatif organizmalarla ¢alisilmistir
[19]. Gram pozitif organizmalar bu alanda heniiz yeni arastirilmaya baslanmis
organizmalardir. Halofil mikroorganizmalar arasinda Halobacillus halophilus,
Marinococcus halophilus, Bacillus halophilus en fazla bilinenleridir. Bu organizmalar
Ekstraselliler nukleazlar basta olmak Uzere bircok enzim ve {rinl sentezleme
yetenegine sahiptirler [20], [21], [22]. Bu Urinler arasinda bakteriorodopsin, amilaz,
lipaz, seliilaz, proteaz, biyosiirfaktanlar, lektinler ve biyoplastikler sayilabilir [23], [24],

[25].

Halobacteriales ordosunun ekstrem halofilik arkeleri, organik maddelerin parcalanmasi
ve petroliin bioremediasyonu dahil olmak lzere elektronik, gida, tip ve bircok kimyasal

ve biyofiziksel calismalarda biyoteknolojik potansiyele ve uygulamalara sahiptirler [1].



Potansiyel biyoteknolojik uygulamalara sahip olan kirmizi halofilik arkelerin, tuzla-
kristalizasyon gollerinde solar i1sinmayl ve evaporasyonu arttirarak tuz Uretiminin
arttirlmasinda kullanilabilecekleri ileri strllmustir [26], [27], [28]. Glines i1sigindan
elektrik Giretimi, deniz suyundan tuz giderimi, kimyasal ve biyosensorlerde kullaniimasi
ve ultra hizda stk saptanmasi gibi alanlarda potansiyel olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir [29], [30], [31].

Ayrica Haloferax ve Haloarcula cinslerine ait bazi tirlerin, Urettikleri ekzopolisakkarit
yoluyla viskozite stabilizasyonunda, jellestirme ajani ve emiilsifiyer olarak petroliin
mikrobiyolojik geri kazanimini arttirmak icin kullanilabilecekleri belirtilmistir [31], [32],

[33].

ilac ve kozmetiklerin yapisinda kullanilan lipozomlarin yapiminda halofilik arkelerin
esterazlara karsi yilksek bir kimyasal stabiliteye sahip olan eter bagh lipidleri
kullanilmaktadir. Amilaz, aminoglukozidaz, proteaz ve lipaz gibi yiksek tuzlulukta
islevsel olan ekoenzimleri, yiksek tuz konsantrasyonunda makromolekillerin yikimi ile

ilgili biyoteknolojik proseslerde kullanilabilirler [31], [32], [34].

Dislk su aktivitesine adapte olan halofilik enzimlerin, endustriyel organik
sentezlerdeki yiksek ozgulliikleri ve etkinliklerinden dolayr dnemleri artmaktadir[30],
[35], [36]. Diger yandan hidrokarbonlari parcalama yetenegine sahip halofilik arkeler
petrol kazalarinda dokilen petroliin bioremediasyonunda kullanilabilirler [37], [38].
insektsit, lindan, DDT veya triklorofenoller gibi halojenli organik bilesenlerin yiiksek
konsantrasyonlarda Ureyebilen halofilik arkelerin patentli proseslerde de kullanildigi

belirtilmistir [21].

2.1.2 Haloarcula hispanica

Bu calismada kullanilan ve halofilik bir arkea oldugu bilinen Haloarcula Hispanica 2TK2
susu, ilk defa 2004 yilinda Birbir ve ark. tarafindan, Tirkiye, Tuzkdy Madeni’nden izole
edilmistir [32]. Arkeal kaynakh Haloarcula hispanica’nin 2TK2 susu karakteristik

ozellikleri ile birlikte Cizelge 2.1’de sunulmustur [39].



Cizelge 2. 1 Haloarcula hispanica 2TK2 susunun karakteristik 6zellikleri

Karakteristikler 2TK2
Koloni morfolojisi Yuvarlak
Koloni buyikluga 2 mm
Koloni yiksekligi Konveks
Koloni yogunlugu Parlak

Koloni kenari

Dizglin kenarli

Pigmentasyon

Turuncu — Kirmizi

Hicre sekli

Dlzensiz
hiicreler

Kat uglu

+

Sivri uglu

+

Yuvarlak uglu

Hicre dizenlenmesi

Tekli ve ciftli
hicreler

Gram negatif

+

Hareket

+

Hicre boyutu (am)

2.5x2.5-5.0

%0-8 NaCl

%10 NaCl

%15 NaCl

%25 NaCl

+ |+ |+

pH 4,5

pH 6,0

pH 7,0

pH 7,5

Oksidaz aktivitesi

Katalaz aktivitesi

Jelatin hidrolizi

Kazein hidrolizi

Nisasta hidrolizi

DNaz aktivitesi

Selilaz

Tween 80 hidrolizi

|||+ |+ |+

indol Gretimi

Nitratin nitrite indirgenmesi

Amonifikasyon

Nitratin amonyaga indirgenmesi

Nitrit ve amonyak varliginda Brown
besiyerinde anaerobik gelisme

+ |+ |+ |+

D-Glukoz

Maltoz

Sukroz

+ |+ |+

Laktoz




2.1.3 Halofilik Enzimler

Yunanca kokenli hals, tuz ve phile ise sevmek anlamina gelmektedir ve halofilik
fonksiyon igin tuza olan ihtiyaci ifade eder. Halofilik enzimler toplandiklari
organizmanin halofilligine veya aktiviteleri, stabiliteleri ve ¢oziinebilirlikleri icin gerekli
tuza gore tanimlanirlar [12]. Asiri halofillerde su dengesinin saglanmasi ¢ok 6nemlidir.
Bazi mikroorganizmalar disuk su aktiviteli ortamlarda hicre igerisinde organik
bilesikler sentezleyerek veya depolayarak kendilerini asiri hipertonik ortamlardaki
basinca dayanikli hale getirirler. Bu bilesikler ile hiicre yiksek basin¢h durumlarda bile
susuz kalmaz ve hicrenin kendi i¢c yogunlugu daha fazla oldugundan cevresinden
devamli olarak su alabilir. Yani hiicrenin i¢ yogunlugu sentezlenen bu bilesikler ile
arttirihr. ‘Compatible solute’ olarak adlandirilan bu bilesikler asiri halofil bakterilerde

ektoin, halofil bakterilerde K+ ve glycine betain’dir [18], [40].

GUnumuzde, asiri halofil arkebakteriyel enzimler hakkinda biyoteknolojik ¢alismalarin
sayisi oldukca azdir. Bu cinslerin asiri tuzlu ortamlarda aktif olmasi, uzun sire
enzimlerin dogal kosullarda kararh kalmasi, yiiksek sicakliklara dayanikli olmalari ve
fazla miktarlarda organik ¢oziicli iceren ortamlar gibi diisiik su iceren ortamlarda
katalitik  aktivitelerini  koruyabilmeleri, bu bakterilerin enzimlerinin ileride
biyoteknolojik calismalarda  kullanilabilecegini gostermektedir. Bu nedenle
calismamizda Glkemizin zengin mikrobiyal biyogesitliliginin avantajini kullanarak farkh
tuzlu ortamlarda karbonhidrat sindirebilen enzimleri Greten asiri halofil arkebakteri

izolatlari incelenmistir [41].

Arkebakterilerin biyoteknolojik énemi her gecen giin artmaktadir. Ornegin; bazi asiri
arkebakterilerin tuzlu besinler, ozellikle de salamura baliklarin, etlerin Gzerinde
yasamas! besin endustrisi acisindan énemlidir. Halobacterium ve Halococcus turleri
proteinleri parcalayan hicre disi enzimler salarak besin maddesinde bozulmaya yol

acmaktadirlar [42].

Halofil arkebakteride bulunan enzimler yiiksek tuz konsantrasyonunda aktif, kararh ve
¢Ozlinlr olmalidir. Genelde tuz, enzimlerin ¢ozinlrligini arttirmakta ve katlanmis
yapinin  kararhligini  bozmaktadir fakat halofil enzimler, halofil bakterilerin

sitoplazmasindaki KCl konsantrasyonlarindan dolayi hem c¢o6ziinir hem de kararh
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kalabilirler. Asiri tuzlu ortamlarda ¢ok fazla besin kaynagi bulunmadigindan ortamda
bulunan az miktarda besinin tam pargalanabilmesi icin halofil mikroorganizmalar gesitli
enzimler salgilamaktadir. Agiga cikarilan glikoz da bu mikroorganizmalar tarafindan tek
karbon kaynagi olarak kullaniimaktadir [39]. Enzim c¢alisma c¢ozeltilerinde halofil
enzimlerin calisabilmesi icin mutlaka bir miktar tuz gereklidir. Eger ortamda tuz
bulunmazsa enzim aktivitesini kaybetmektedir. Yapilan ¢alismalarda enzim aktivitesi
icin en ideal tuz konsantrasyonunun 4 M NaCl oldugu saptanmistir [43]. Halofil
Arkebakterilerde bulunan enzimler yliksek tuz konsantrasyonunda aktif, kararli ve
¢Ozlnlr olmalidir. Genelde tuz enzimlerin ¢6zinurlGlGglnu arttirir ve katlanmis yapinin
kararlihgini bozar fakat halofilik enzimler, halofil bakterilerin sitoplazmasindaki KCI
konsantrasyonlarindan dolayr hem ¢6zinir hem de kararli kalabilirler. Bu
mikroorganizmalarin adaptasyon mekanizmalarinda enzim ile ¢ozlici etkilesimleri ve
U¢ boyutlu yapilar ¢ok 6nemlidir. Kararllik, stabilite ve aktivite, enzim dinamigi ile ¢ok
yakindan ilgilidir ve protein dinamigi de ¢ozlici g¢evresinden ¢ok etkilenir. Halofil
Arkebakterilerden elde edilen bazi enzimlerin aktiviteleri, tuz konsantrasyonunun daha
da arttinlmasiyla artarken bazi enzimlerde dismektedir. Halofilik enzimler, tuzlu
ortamda sadece iyi katlanmis, birbirleriyle etkilesen polipeptid zincirlerinden
olusmustur gibi basit bir kavrama oturtamayiz. Bu tir enzimler karmasik bir protein
yapisi icerirler ve ¢oziicil tabakasi ile etkilesirler. Bu etkilesimler sayesinde ¢oziintrlige,
alt Gnitelerin kararhligina ve alt Uniteler arasinda etkilesimlere miidahale edilmis olur.
Bu etkilesimler, kristal yapida bile ¢ozinirlGlGginin sinirli olmasi ve diizensizlikler
nedeniyle gozlemlemek mimkin olmayabilir. Tim zorluklara ragmen halofilik

adaptasyonun anlasilabilmesi icin bu ¢calismalar oldukca 6nemlidir [12].

2.2 Enzimler

Enzimler, canhlar tarafindan sentezlenen protein yapisinda biyo-molekillerdir. En

belirgin fonksiyonlari canli hiicrelerdeki metabolik reaksiyonlari katalizlemeleridir.

Katalizleme olayi, enzimin lizerinde bulunan ve etkin boélge olarak bilinen ¢ok kiglk bir
bolge tarafindan gerceklestirilir. Katalizleme sirasinda substrat etkin bolgeye baglanir.
Maksimum katalitik etki, bu bélgede bulunan fonksiyonel gruplarin en uygun konuma

gelmesiyle olusur [44].
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2.2.1 Enzimlerin Genel Ozellikleri

Enzimler, kimyasal ve metabolik tepkimelerde katalizor gorevi yapan, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalardan salgilanan protein yapisinda makro molekillerdir. Biyolojik
katalizor olan enzimler, hiicre icersinde lretilmelerine ragmen bir¢ogu hiicre disina
salinarak aktivite gosterirler. Enzimlerin bu 06zellikleri endistriyel uygulamalarda

kullanimlarinin yolunu agmistir [45].

Enzimin aktivasyonu, sahip oldugu katalitik yapisindan kaynaklanmaktadir. Aktivasyon
reaksiyonlari enzim tiketilmeksizin gergeklesir. Enzimin etki gosterdigi molekile
“substrat” adi verilir. Enzimlerin isimlendirilmeleri, etki gosterdikleri madde isimlerinin
sonuna -az (-ase) eki getirilerek yapilir. Batlin enzimlerin aminoasit dizilimleri kendine

Ozgldur [45].

Dogada her metabolik reaksiyon enzimler tarafindan kontrol edilir. Enzim, reaksiyon
sirasinda degisiklige ugramadan yapisini korur ve baska bir substrat ile tekrar
reaksiyona girer. Kimyasal katalizorlerin cogunlugu bircok reaksiyonu katalizleyebilirler;
secici degildirler. Ancak biyolojik katalizor olarak adlandirilan enzimler oldukga segici
olup spesifik reaksiyonlarda katalizor etkisi gosterirler. Bu 6zellik, enzim molekilinin
seklinden kaynaklanir. Enzim — substrat iliskisi, kilit — anahtar uyumu gibidir. Enzimler
farkl iki kisimdan olusur: Apoenzim (protein kisim) ve koenzim (organik ya da inorganik
kisim). Bu kisimlar tek baslarina islevsel degildirler. Bazi enzimler ise etkinlikleri icin
belirli iyonlara ihtiya¢ duyarlar. Ornegin tikiriikteki amilaz, nisastayr klor (Cl)
iyonlarinin bulundugu ortamda parcalayabilmektedir. Canli binyesinde bulunan
mangan (Mn*2), bakir (Cu*?), ¢inko (Zn*?), demir (Fe*?) gibi eser elementler ve diger bazi
elementler enzimatik reaksiyonlarda aktivator olarak kullanilir. Ayrica bazi enzimlerin
etkinligi yapilarindaki metal iyonlarina baghdir. Koenzim kismi kalsiyum (Ca*?),
potasyum (K*), magnezyum (Mg*?), cinko (Zn*?) ise kofaktér adini alir. Koenzim kisminin
organik oldugu durumlarda, bu kismin apoenzime kovalent baglarla baglanmasi s6z
konusu ise prestetik grup olarak adlandirilir. Koenzim ve apoenzim birlikteligine

“haloenzim” denir [45].

Bir enzim molekill genellikle globiiler yapida bulunur ve molekiil ici veya arasi baglar

ile sekonder ya da tersiyer yapida tutulur. Proteinlerin bu yapilari sicaklik ve pH etkisi
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ile bozulabilir; bu nedenle enzimlerin katalitik aktiviteleri pH ve sicakhga baghdir. Her
enzimin katalitik aktivitesinin en yiksek seviyede oldugu bir sicaklik degeri vardir. Bu
degere “optimum sicaklik” denir. Bu degerden yiksek sicakliklarda enzim vyapisi
molekdil i¢i veya arasi baglarin kopmasi sonucu bozulmaya baslar. Ayni zamanda her
enzimin en iyi galistigl bir pH araligi vardir ve bu degere de “optimum pH” denir. Bazi
maddeler ise enzimlerin aktif bolgelerine tutularak enzimin deformasyonunu saglar,
katalitik etkisini azaltabilir ya da tamamen sonlandirabilir; bu tiir maddelere de

“inhibitor” adi verilir [45].

2.2.2 Enzim Kaynaklari

Endustride kullanilan enzimler, bitkisel, hayvansal ya da mikroorganizma kaynakhdirlar.
Hayvansal kaynakli enzimler; genellikle yumurta aki, domuz midesi, pankreas, gevis
getiren hayvanlarin sindirim sitemi gibi yenilebilen organlardan izole edilmektedir ve

besinlerin hazirlanmasinda uzun zamandir kullanilmaktadir[46].

Bitkisel kaynakh enzimler; toksik olmayan, yenmesinde bir sakinca bulunmayan
bitkilerden elde edilmektedir. Bu siniftaki en 6nemli enzim arpa tohumundan elde

edilen malt amilazidir. Bu enzim bira Uretimi ve ekmek yapiminda kullaniimaktadir[46].

Mikrobiyal kaynakh enzimler; belirli mikroorganizmlar tarafindan Uretilirler. Bu
mikroorganizmalar toksik ve patojen olmayanlardan segilirler. Bira tretimi, firincilik ve
tekstil endistrisinde kullanilan enzimlerin blyik bir kismi Bacillus sp. ve Aspergillus sp.
tarafindan Uretilen amilaz ve B-glukanazlardir. Yine Bacillus ve Aspergillus’dan izole
edilen proteazlar, deterjan lretiminde ve dericilikte derinin yumusatilmasi amaci ile

kullanilmaktadirlar [47].

2.2.3 Enzimlerin Salgilanma Sekilleri

Salgilanma sekillerine gore enzimler, intraseliiler ve ekstraseliiler olarak iki grupta
degerlendirilmektedirler. Lipazlar ekstraselliler enzimlerdir ve bu ylizden gidecekleri

son hedefe varmalari icin bakteriyel membrana dogru tasinmalari gerekmektedir.
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intraseliiler enzimler, sitoplazmaya dagilmis olarak bulunan ribozomlarda
sentezlenirler. Genelde bu enzimlerin substratlari; sekerler, aminoasitler, karboksilik

asitler gibi kiigik molekil agirligina sahip, hiicre zarindan gegebilen enzimlerdir [46].

Ekstraseliiler enzimler, besiyeri ve hiicre yapilarinin dis kismi ile baglanti halinde olan
enzimler olarak tanimlanirlar. Ornegin Escherichia coli gibi gram-negatif bakterilerde
proteinler i¢ ve dis membran arasindaki perplazmik bosluk arasinda kalirlar. Cinki
gram-negatif bakteri duvarlari, gram-pozitif bakterilerde bulunmayana bir dis
membrana sahiptirler. Gram-pozitif bakterilerde ise enzimler dogrudan besiyerine
salgilanirlar. intaseliiler enzimlerin aksine, ekstraseliiler enzimlerin stabilitesi daha

ylksektir ve cevre kosullarinda aktivitelerini uzun sire koruyabilirler [46].

2.2.4 Enzim Aktivitesine Etki Eden Parametreler

2.2.4.1 pH Etkisi

Enzim reaksiyon hizlari farkh hidrojen iyonu konsantrasyonlarinda farkli degerler
almaktadirlar. Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’a o enzimin optimum pH’I denir.
Optimum pH degerinin hemen yanindaki pH degerlerinde enzim reaksiyonlarinin
yavasladigi goriilmektedir. Genellikle optimum pH degerinden uzaklastikca aktivite
dismekte, enzim denatlire olmakta veya inaktif hale ge¢mektedir. Enzim
calismalarinda optimum pH’ta calisabilmek icin tampon ¢ozeltiler kullanilmakta ve pH

belirli bir degerde sabit tutulmaya calisiimaktadir [44].

2.2.4.2 Sicakhik Etkisi

Normal kinetik kurallarina gore sicaklik arttikca reaksiyon hizida artmaktadir. Enzim
reaksiyonlari aktivite — sicaklk iliskisi bakimindan incelendiginde normal kimyasal
reaksiyonlarla birebir uyusmadigi gorilir. Enzim reaksiyonlarinda ancak belirli bir
sicakliga kadar reaksiyon hizinin, dolayisiyla aktivitenin artigi gorilir. Enzimatik
reaksiyonlar bu sicaklik sinirlari icerisinde Arrhenius kanununa uymaktadirlar. Enzimler
protein yapisinda olduklari icin belirli bir sicakliktan sonra yapilari bozulmaya baslar,
belirli bir siire sonra da enzim tamamen denature olacagindan enzim st sicaklik

sinirina dogru cikildikca tamamen aktivitesini yitirir [44].
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2.2.4.3 Substrat Konsantrasyonu Etkisi

Enzim — substrat konsantrasyonu iliskisi incelendigi zaman baslangigta substrat
konsantrasyonuarttikca enzimatik tepkime reaksiyon hizinin arttigi, dolayisiyla enzim
aktivitesinin arttig1 goriilmektedir. Substrat konsantrasyonu belirli bir limite ulasinca iki
ihtimal s6z konusudur: Substrati inhibe edici etkisi varsa reaksiyonun yavasladigi,
inhibe edici bir etkisiyoksa substrat konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin hizin

degismeden sabit kaldigi gozlemlenmektedir [44].

2.2.4.4 Enzim Konsantrasyonu Etkisi

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya kadar
substrat konsantrasyonu ile artar, bu seviyeden sonra substrat konsantrasyonunun

artmasi ile reaksiyon hizi degismez [44].

2.3 Lipazlar

2.3.1 Lipaz Enzimi ve Yapisi

Lipazlar (triacilgliserol acilhidrolaz, E.C. 3.1.1.3) genis endustriyel potansiyeli olan ve
fizyolojik olarak blyik ©6neme sahip enzimlerdir. Lipazlar sulu ortamlarda
triacilgliserollerde bulunan karboksilester baglari ile etkilesime girerek yag asitleri ve

gliserol olusturan triacilgliserolester hidrolazlardir [48].
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Sekil 2. 1 Lipazlarin katalitik etkisi. Bir trigliseridin, gliserole ve yag asitlerine hidroliz
edilmesi veya tersinir reaksiyon ile gliserol ve yag asitlerinden trigliseritler
sentezlenmesi [49]

Lipazlar, hicre disi enzim Ureten mikroorganizmalardan elde edilmektedir ve diger
enzimlere gore daha ucuz ve farkli kaynaklardan kolay elde edilebilmektedir. Bu
yuzden biyokatalizor olarak genis alanlarda kullaniimaktadir. Endustriyel enzimlerin %
80’e yakini hidrolitik enzimler olusturmaktadir. Proteaz ve karbohidrazlar gibi enzimler
uzun yillardir enddstriyel olarak kullaniimaktadir. Ginimuzde lipazlar, olduk¢a genis
uygulamalar ile giderek artan bu pazarin yaklasik % 10’luk kismini olusturmaktadir.
Lipazlar esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini disik sicakhkta
katalizlemeleri, kimyasal olarak Uretilemeyen 6zel bilesiklerin tGretiministereo, bolgesel
spesifik Ozelikleri ile kolaylastirmalari, ester bagina spesifik olmalari, yliksek substrat

secicilikleri ve yan Uriin olusumunu engellemeleri gibi avantajlara sahiptirler [50].

Esterazlardan farkl olarak, lipazlar yag-su ara-ylizeyine adsorbe olduklarinda aktiftir ve
¢Ozlinen substrat iceren sulu c¢ozeltilerde dislk aktivite gosterirler. Cok az suyun
bulundugu ortamlarda ise lipazlar esterifikasyon, alkoliz ve asidoliz gibi tersinir

reaksiyonlari da gerceklestirebilmektedir [51].

Lipazlar ¢ok yonlii katalizorlerdir. Dogal olarak yaglarin hidrolizini katalizlemeleri
yaninda esterlesme, transesterlesme, interesterlesme ve aminoliz tepkimelerini de

katalizlerler (Sekil 2.2) [51].
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Sekil 2. 2 Lipazlar ile katalizlenen reaksiyonlar

Lipazlar lipolitik aktivitenin yani sira esterolitik aktiviteye de sahiptir ve genis bir
substrat seciciliginde regio-, kemo- ve enantiyosecici katalizor olarak etki etmektedir.
Bunun yaninda substrat araligini da biiyiik élgiide arttirmaktadir [51]. Okaryotlarda,
lipazlar lipoprotein metabolizmasi, yaglarin parcalanmasi, adsorplanmasi ve tekrar
dizenlenmesi gibi cok sayidaki lipid metabolizmasinda gorev almaktadirlar. Bitkilerde

ise enerji degisim dokularinda bulunmaktadir.

Lipaz substratlari suda oldukga dislik ¢ozinlrlige sahip triagilgliserollerdir ve
reaksiyonlar yag-su araylizeyinde gerceklesir. Lipazlarin katalitik potansiyeli, protein
muhendisligi, solvent mihendisligi, yonlendirilmis evrim gibi yontemler kullanilarak

arttirilarak daha secici hale getirilmektedir [52].

Lipazlar, yag-su ara ylzeyinde etki gosteren aktif bolgesinde serin bulunan, serin

hidrolazlardir. Katalitik Gglu Ser-Asp/Glu-His olusmaktadir ve genellikle aktif bolgesinde
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serin iceren Gly-x-Ser-x-Gly konsensus dizisine sahiptir. Lipazlarin 3-D vyapisi

incelendiginde alfa-Beta hidrolaz katlanmasi icerdigi gortlmektedir (Sekil 2.3) [53].
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Sekil 2. 3 Lipaz molekuliiniin grafiksel gésterimi [50]

2.3.1.1 Lipazin Ug Boyutlu Yapisi

Lipazlarin biylk ¢ogunlugu, hicredisi salgilanan, molekiler agirhgr 20 ve 60 kDa
arasindaki asidik glikoproteinlerdir. Cogu saflastirilmis lipazlar % 2-15 karbonhidrat
icerir. Memeli, bakteri ve fungal kaynakh lipazlarin primer yapilari saptanmis ve
aminoasit sayilarinin 270 ile 641 arasinda degistigi gorilmustir. Tum lipazlar “o /B-
hidrolaz katlanmasi” olarak bilinen karakteristik bir katlanma sekli gosterirler. Lipazin i¢
kismi 8 farkh B zincirinden (B1- B8) olusan merkezi B tabakasi ve bunu gevreleyen 6
adet a-heliks (A-F) zincirinden olusmaktadir (Sekil 2.4). Aktif bolge serin, aspartik

(glutamik) asit ve histidin aminoasitlerini iceren katalitik Gg¢liiden olusur [49].
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Sekil 2. 4 Pseudomonas aeruginosalipazini yapisi [49]

2.3.1.2 Lipaz Etki Mekanizmasi

Lipaz katalizli esterlesme tepkimesinin mekanizmasi serin hidrolazlara benzemektedir.
Burada iki tetrahedral arabilesik olusmaktadir (Sekil 2.5). ilk tetrahedral arabilesik
katalitik GglUdeki serin rezidlsiniin asit tzerine nikleofilik atagi ile olusur. Arabilesik
bir molekiil su kaybettiginde acil-enzim kompleksi ortaya ¢ikmaktadir. Daha sonraki
basamakta alkol molekili acil-enzim kompleksine niikleofilik atak yapar ve ikinci
tetrahedral arabilesik olusur. En son olarak ise bir ester molekili kaybedilir ve enzim

dogal formuna geri doner [54].

Lipazlar esterazlardan ayiran; araylzey aktivasyonudur. Lipolitik aktivite kritik
konsantrasyonun altindaki substrat konsantrasyonlarinda daima sifirdir ve bu degerin
Ustlindeki substrat konsantrasyonlarinda hizli bir sekilde artar. Bu durum; yag ve su
arasindaki araylzeyde hidrofobik substrat ile temas kurulmasini takiben kapagin

acilmasi ve daha sonra lipazin aktif olmasi ile agiklanir.
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Sekil 2. 5 Serin hidrolazin katalizledigi hidroliz/esterlesme tepkimelerinin mekanizmasi

2.3.2 Lipaz Kaynaklari

Biyolojik olarak aktif enzimler herhangi bir canli organizmadan elde edilebilirler.
Lipazlar, bitki ve hayvan dokularindan ekstraksiyonla veya mikroorganizmalardan
fermantasyon yoluyla Uretilir. Ticari lipazlar genelde mikrobiyal kaynakhdir.
Ekstrasellller bakteriyel lipazlar Gretimlerinin kolay olmasi nedeniyle kimyasal 6neme

sahiptir [56].

Ticari amacla enzim Uretiminde kullanilan kaynaklar ¢cok genis captadir. Endistride
kullanilan enzimlerin blyuk ¢ogunlugu mantar ve maya, % 13 bakteri, % 4 bitki, % 8
hayvan kaynaklidir. Ginimiizde enzim kaynagi olarak mikrobiyal kaynaklar, mikrobiyal

olmayanlara tercih edilmektedir ¢liink{;
(1) Genellikle tGretimleri daha ucuzdur.
(2) Enzim icerikleri daha kontrol edilebilir ve daha tahmin edilebilirdir.

(3) Bitki ve hayvan kaynakli enzimlere gbre daha kararli yapida enzim elde

edilmektedir.
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(4) Kullanilacak hammadde ve arag gereci saglamak kolaydir.
(5) Hayvansal ve bitkisel dokular sagliga zararli materyaller igerebilirler.

Bitki ve hayvan kiltirleri kullaniminda karsilasilan zorluklardan dolayr mikrobiyal
kaynaklar tercih sebebi olmaktadir. Mikrobiyal enzimlerin buylk bir ¢ogunlugu kisith
sayida tirden elde edilmektedir. En oOnemli lipaz kaynagl bakteriyel soylar
Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve
Pseudomonas’tir [57]. Bakteriyel lipazlarin basarili bir sekilde kullaniimasi ile lipaz

kaynakl bircok Grlin yakin gecmiste pazara girmistir (Cizelge2.3) [56].

Fungal lipaz kaynagi olarak; Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Geotrichum,

Humicola, Fusarium, Rhizomucor, Mucor, Ashbya, Beauveria, Acremonium,

Alternariacinslerine ait tirler kullanilabilmektedir. Lipaz kaynagi olarak kullanilabilen
mayalar ise; Candida, Yarrowia, Rhodotorula, Pichia, Saccharomyces, Torulaspora,

Trichosporon’dur [58].

Cizelge 2. 2 Bazi mikrobiyal lipazlarin 6zellikleri [50]

Organizma Spesifiklik Molekiiler izoelektrik Optimum Optimum
agirhk (kDa) | noktasi pH Sicakhk
Chrorr.robacter/um Spes:|f|k 30 73 65-70 70
viscosum degil
Pseudomanas sp. 1,3 spesifik 32 4.5 7.8 47
P. fluorescens 1,3 spesifik 32 4.5 7.0 50-55
Candida Spesifik 120 4.2 7.2 45
cylindracea degil
C. carvata 18:1>16.0 195 - 5.0-8.0 60
C. deformans 1,3 spesifik 207 - 7.0 80
Aspergillus niger 1,3 spesifik 38 4.3 5.6 25
Geotrichum cis-
candidum doymamis 55 4.3 6.6 40
yag asitleri
Humicola spestilk 27.5 - 8.0 60
lanuginosa degil
Mucor miehei 1,3 spesifik - - 8.0 40
Lipaz A Spesifik 27 4.9 75 35
degil
lipaz B Spesﬁ'f'k 36 4.1 5.8 40
degil
Rhizopus arrhizus 1,3 spesifik 43 6.3 8.0 -
R. delemar 1,3 spesifik 41.3 4.2 5.6 35
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Cizelge 2. 3 Ticari bakteriyel lipazlar, kaynaklari ve uygulama alanlari

Ticari Lipaz Kaynak Firma Uygulama | Referans
Alani
Lumafast Pseudomonas | Genencor Deterjan [51]
menodocina International, USA
Lipomax P. alcaligenes | Gist-Brocades, The Deterjan [51]
Netherlands
- P. glumae Unilever, The Deterjan [51]
Netherlands
- Bacillus Solvay, Belgium Deterjan [51]
pumilus
Chiro CLEC-PC, P. cepacia Altus Biologics, Organik [49]
Chirazyme L-1 Manheim sentez
Amano P, P-30, P. cepacia Amano Organik [49]
PS, LPL-80, LPL- Pharmaceuticals, sentez
200S Japan
Lipase AH P. cepacia AmanoPharmaceutic | Organik [49]
als, Japan sentez
Lipase AK, YS P. fluorescens | AmanoPharmaceutic | Organik [49]
als, Japan sentez
Lipase 56P P. fluorescens | Biocatalysts, UK Kimyasal [59]
Biotransformations,
Lipase K-10 Pseudomonas | AmanoPharmaceutic | Organik [49]
sp. als, Japan sentez
Chromobacterium | C. viscosum Asahi Chemical Organik [59]
viscosum lipase Biocatalysts sentez
Lipase 50P C. viscosum Biocatalysts, UK Kimyasal [59]
Biotransformations,
Lipase QL Alcaligenes sp. | Meito Sankyo Co., Organik [49]
Japan sentez
Lipoprotein lipase | Alcaligenes sp. | Meito Sankyo Co., Arastirma | [59]
Japan
Lipase PL, QL/QLL, | Alcaligenes sp. | Meito Sankyo Co., Organik [59]
PLC/PLG,QLC/QLG Japan sentez
Alkaline lipase Achromobacte | Meito Sankyo Co., Arastirma | [59]
rsp. Japan
Lipase AL, Achromobacte | Meito Sankyo Co., Organik [59]
ALC/ALG rsp. Japan sentez
Combizyme 23P - Biocatalysts, UK Atik [59]
(proteinase/lipase isleme
mix)
Combizyme 61P - Biocatalysts, UK Atik [59]
(proteinase/lipase isleme

mix)
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2.3.3 Mikrobiyal Lipazlarin Endiistriyel Uygulama Alanlari

Mikrobiyal lipaz enzimi ise gida endistrisi basta olmak Uzere gesitli alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yaglarin islenmesinde, gida islenmesinde, deterjan
endlstrisinde, kimyasal sentezlenmesinde, eczacilikta, kagit yapiminda ve
kozmetiklerin Uretiminde lipaz enzimi kullanilmaktadir. Bununla birlikte lipazlar yagh
atiklarin  geridonliisimde kullanilmaktadir. Endustriyel enzim pazarinin  biylk
bolimanl olusturan ticari olarak kullanilan lipazlarin uygulama alanlan Cizelge 2.5’te

belirtilmistir [60].

2.3.3.1 Gida Endustrisi

Kati ve sivi yaglar gidalarin énemli bilesenlerindendir. Trigliseritin fiziksel 6zellikleri,
besin degeri ve lezzeti; gliserol omurgasinda yer alan yag asitlerinin pozisyonu, zincir
blyuakligu ve doygunluk derecesi gibi cesitli faktorlere baghdir. Gliserol omurgasinda
yer alan bir ya da daha fazla yag asitinin pozisyonunun degistirilmesi lipitlerin
Ozelliklerinin degistirilmesine olanak saglar. Lipitlerin bu 6zelliklerinden dolayi, lipazlar

ekonomik olarak daha degerli yaglarin olusmasina olanak saglamaktadir [61].

2.3.3.2 Deriislenmesi

Deri sanayisinde killarin ve deri altindaki yaglarin uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu
islemler, su iceren kiivetlerde, ylksek sicaklikta, pH: 8-13 de derinin suya batiriimasi,
yikanmasi ve kildan uzaklastirilmasini igerir. Bu islemler igin termofilik lipazlar ve

proteazlar hidrolitik 6zelliklerinden dolayi birlikte kullanilmaktadir [62].

2.3.3.3 Kozmetik

Yiizey parlaticilar ve aromalar, kozmetiklerin ve parfimlerin baslica bilesenleridir.
Lipazlarin surfaktanlar (izerinde ve aroma Uretiminde aktivitelerinin bulunmasi,
lipazlarin kozmetik alaninda kullanimini 6nemli kilmistir. Monoagilgliseroller ve
diacilgliseroller, gliserolin lipazlar tarafindan katalize edilen esterifikasyon
reaksiyonlari sonucu elde edilen ve kozmetik alaninda kullanilan surfaktanlardir. Lipaz,

gll oksit hazirlamak Ulzere 3,7-dimetil-4,7-oktadien-1-ol’iin transesterifikasyonunu
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saglamaktadir. Gil oksit parfim endustrisinde kullanilan énemli bir koku maddesidir

[62].

2.3.3.4 Deterjan Endiistrisi

Lipazlar yaglari hidrolize edebilme 6zelliklerinden dolayr deterjan endustrisinde
kullanilmaktadir. Lipazlarin deterjanlarda kullanilabilmesi igin bazi gereksinimleri
karsilamalari gerekmektedir; distk substrat 6zgllligine sahip olup, yaglarin gesitli
pozisyonlardan hidroliz edilebilmesi ve pH 10-11 arahginda ve 30-60 °C arasindaki
sicakhklardaki yikama kosullarina dayanabilmesi dnemlidir. Ayrica lipazlarin deterjanda
yer alan diger enzimlerin ve surfaktanlarin verecegi hasarlara dayanikli olmasi

gerekmektedir (Cizelge 2.4) [61].

Cizelge 2. 4 Deterjanlarda kullanilan lipazlar

Enzim adi Firma adi Kaynak

Lipolase Novo Nordisk Humicola lanuginosa,
Aspergillus oryzae'ye
klonlanip ekspres edilmistir.

Lipomax Gist Brocades Pseudomonas

pseudoalcaligenes, ayni

organizmada klonlanip
ekspres edilmistir

Lumafast Genencor Pseudomonas mendocina,
Bacillus sp.’de klonlanip
ekspres edilmigtir

2.3.3.5 Organik Madde Senteazi

Organik kimyada katalizor olarak kullanilan lipazlarin gogunlugu mikrobiyal kaynakhdir.
Bu enzimler hidrofilik-lipofilik ara ylizde calisirlar ve reaksiyon karisimindaki organik
¢Ozliclilere karsi toleranslidirlar. Saf enantiyo bilesiklerin sentezinde lipazlarin kullanimi
Uzerine calismalar yapilmaktadir. Lipazlar, su-sivi ara ylizeyinde suya karismayan
trigliseritlerin hidrolizini katalize ederler. Belirli kosullar altinda reaksiyon karisimindaki
suyun miktari lipaz tarafindan katalize edilen reaksiyonun yonini belirler. Susuz ya da
suyun az oldugu reaksiyon durumunda, sadece esterifikasyon ve transesterifikasyon

reaksiyonlari meydana gelir. Suyun varliginda ise hidroliz reaksiyonlari olusur [61].

24




2.3.3.6 Tekstil Endustrisi

Kumaslarin  boyama

isleminde;

boyalarin emilimini

arttirmak i¢in  kumastaki

yaglayicilarin uzaklastiriimasinda ve kotlarin taslanma islemlerinde degisik renkte

olusan ince ¢izgilerin giderilmesinde kullanilir [63].

2.3.3.7 ilag Endiistrisi

Lipazlarin stereo segiciligi birbiriyle karismayan tek fazli sistemler iginde gesitli rasemik

organik asit karisimlarini gdzmek igin kullanilmaktadir. Rasemik alkoller lipaz tarafindan

katalizlenen transesterifikasyon reaksiyonlari ile olusturulan saf enantiyomerler icinde

de ¢ozilebilir [61]. Lipaz enziminin kullanildig1 sektorler Cizelge 2.5 ‘te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.6’da ise ticari olarak kullanilan lipazlar verilmistir.

Cizelge 2. 5 Lipaz Enziminin Kullanim Alanlari [60]

Endistri Adi

Kullanildig: Yer

Kullanim Amaci

Deterjan Endustrisi

Yag hidrolizi

Kumaslardan yaglh
boyalarin uzaklastirilmasi

St ve St Uriinleri
Endstrisi

Sit yaginin hidrolizi,
peynir Gretiminde,
tereyaginin modifikasyonu

Sitte, peynirde ve
tereyaginda lezzet artiric
maddelerin gelistirilmesi

Firincilik Endistrisi

Pastane ve firin Griinleri

Raf dmrinin uzatilmasi

icecek Enduistrisi

icecekler

Aroma gelistirilmesi

Sos Uretimi

Mayonez, sos ve krema
yapimi

Kalite artirilmasi

Dogal Gida Uretimi

Transesterifikasyon
reaksiyonlari

Saglikh, dogal gidalarin
Uretilmesi

Et ve Balik Endustrisi

Lezzet artirilmasi

Et ve balik Grtinlerinde
yagin uzaklastirilmasi

Yag EndUstrisi

Transesterifikasyon ve
hidroliz reaksiyonlari

Kakao yagl, margarin, yag
asitleri, gliserol, mono ve
digliserollerin Gretilmesi

Kimyasal Endustri

Enantiosecicilik ve sentez
reaksiyonlari

Kiral yapilarin ve cesitli
kimyasallarin elde edilmesi

Eczacilik EndUstrisi

Transesterifikasyon ve
hidroliz reaksiyonlari

Sindirime yardimci ajanlarin
gelistirilmesi

Kozmetik Endustrisi

Sentez reaksiyonlari

Cilt nemlendiricilerinin ve
emdilsifiyerlerin
hazirlanmasi

Deri EndUstrisi

Hidroliz reaksiyonlari

Deri Giretimi amaciyla

Kagit Endustrisi

Hidroliz reaksiyonlari

Kagitlarin kalitesinin
artiriimasi
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Cizelge 2. 6 Ticari Olarak Kullanilan Mikrobiyal Lipazlar

Endustri Adi

Kullanildig: Yer

Kullanim Amaci

Deterjan EndUstrisi

Yag hidrolizi

Kumaglardan yagh
boyalarin uzaklastirilmasi

Sut ve Sut Urtinleri
EndUstrisi

Sut yaginin hidrolizi,
peynir Gretiminde,
tereyaginin modifikasyonu

Sutte, peynirde ve
tereyaginda lezzet artirici
maddelerin gelistirilmesi

Firincilik EndUstrisi

Pastane ve firin Urnleri

Raf 6mrinin uzatilmasi

icecek Enduistrisi

icecekler

Aroma gelistirilmesi

Sos Uretimi

Mayonez, sos ve krema
yapimi

Kalite artirilmasi

Dogal Gida Uretimi

Transesterifikasyon
reaksiyonlari

Saglikh, dogal gidalarin
Uretilmesi

Et ve Balik Endustrisi

Lezzet artirilmasi

Et ve balik Giriinlerinde
yagin uzaklastirilmasi

Yag Endustrisi

Transesterifikasyon ve
hidroliz reaksiyonlari

Kakao yagi, margarin, yag
asitleri, gliserol, mono ve
digliserollerin tretilmesi

Kimyasal Endustri

Enantiosecicilik ve sentez
reaksiyonlari

Kiral yapilarin ve gesitli
kimyasallarin elde edilmesi

Eczacilik Endustrisi

Transesterifikasyon ve
hidroliz reaksiyonlari

Sindirime yardimci ajanlarin
gelistirilmesi

Kozmetik Endustrisi

Sentez reaksiyonlari

Cilt nemlendiricilerinin ve
emdiilsifiyerlerin
hazirlanmasi

Deri EndUstrisi

Hidroliz reaksiyonlari

Deri Giretimi amaciyla

Kagit Endustrisi

Hidroliz reaksiyonlari

Kagitlarin kalitesinin
artirilmasi

2.3.4 Lipaz Uretim Kosullan

Bakteriyel lipazlar ¢cogunlukla hiicre disina salgilanirlar ve besiyeri ortami, sicaklik, pH,

azot ve karbon kaynagi, yaglarin ortamda bulunmasi, inorganik tuzlar, calkalama,

¢Ozlinmis oksijen konsantrasyonundan etkilenirler [64].

Lipaz uretimi genellikle uyarici bagimhdir bu ylzden yaglar enzimin uyarilmasinda

etkileyici role sahiptir. Lipaz lretimi genellikle lipitler tarafindan uyariimaktadir ve

trigliseritlerin ortamda bulunmasiyla koordineli olarak gerceklesmektedir. Bunun

yaninda serbest yag asitleri, hidroliz edilebilir esterler, safra tuzlari ve gliserol de lipaz

Uretimini uyarmaktadir [56].
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Lipaz Gretiminde hem indukleyici hem de inhibitor olarak etki eden trigliseritler dnemli
bir yer tutmaktadir. Trigliseritler arasinda zeytinyaginin lipaz Uretiminin
indiklenmesinde en etkili enzim oldugu gozlenmistir. P. fragi ‘nin lipaz Uretimini
doymamis yag asidi tuzlari inhibe ederken, P. fragi ve M. freudenreichii'in lipaz
Uretimine tribltirin ve trioktanoinnin etkisi olmamistir. Tereyagi, misir yagi veya
zeytinyagl P. roqueforti, Saccharomycopsis sp., B. licheniformis, M. caseolyticus ve
Staphylococcus sp. tarafindan lipaz Uretimini inhibe etmektedir. Zeytinyagi, yerfistig
yagl, pamuk tohumu yagi gibi trigliseritler ve oleik asit, linoleik asit, linolenik asit gibi
yag asitleri P. mephitica tarafindan lipaz Gretimini uyarmaktadirlar. A. wentii bliiyiime
besiyerine dogal ve sentetik lipitler ilave edildiginde lipaz lretimi ve biylimede azalma
gostermistir. R. oligosporus’un yag iceren besiyerine gum acacia gibi emiilsiye edici
maddelerin ilavesiyle lipaz Uretimi ve bliylmesi artmigstir. Triolein, zeytinyagi, tribltirin
ve oleik asit butilesteri protoplasta immobilize edilmis lipaz Uretimini indiklerken

Tween 80 lipaz aktivitesini arttirmistir [50].

Sugiura ve arkadaslari Bacillus sp.’den %1 zeytinyag! iceren besiyeri kullanildiginda
lipaz Urettiklerini bildirmislerdir [65]. Fruktoz ve palmiye yagi Rhodotorula glutinis’ten
hiicre disi salinan lipaz Uretimi icin sirasiyla en iyi karbonhidrat ve lipit kaynagi oldugu
bildirilmistir. Penicillium expansum’den elde edilen alkali lipaz pH 8,3 %0,1 zeytinyagi
iceren besiyerinde maksimum aktivite gosterirken ortama Tween 20 ve lubrol PX ilavesi
enzim kararhhgini arttirmistir. Bacillus sp. strain termofilik lipaz Uretimi 70°C'de
tripalmitin varliginda gerceklestirilmistir. Ophiostoma piceae mantarindan lipaz
Uretimini gerceklestirmek icin farkli bitki yaglarinin (zeytinyagi, soya fasulyesi, aycicegi,
susam, pamuk tohumu, misir ve yerfistigl yaglari) etkisi incelendiginde maksimum

aktivite zeytinyagi varliginda elde edilmistir [61].

Cizelge 2.7'de farkh bakteri tiirlerinin fermantasyon kosullari verilmistir.
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Gizelge 2. 7 Lipaz fermantasyon kosullari

Bakteri pH Sicaklik | Calkalam | inkiibasyon Karbon Azot Kaynagi
(°C) a(rpm) Suresi (saat) | Kaynagi
Acinetobacter sp. 7,0 25 200 9 Tween-80,
zeytinyagi i
A. calcoaceticus 6,8 30 250 12 Laktik asit,
oleik asit i
A. calcoaceticus LPO09 | 7,0 15 200 24 Tween-80 Tripton, maya
ozutl
Bacillus sp. 7,0 28 200 80 Zeytinyagi Pepton, maya
6zUtl
Bacillussp. RSJ1 9,0 50 200 12 Tween-80, Pepton, maya
zeytinyagi Ozutu
Bacillussp. strain 398 7,2 55 200 12 Gliserol Polipepton,
maya 6zutl, et
suyu
Bacillusstrain A30-1 9,0 60 200 15-24 Misir yagi Amonyum
(ATCC 53841) Klorid, maya
ozutd
B. alcalophilus 10,6 | 60 100 20 Maltoz, soya Pepton, maya
kiispesi 0zutu
B. licheniformis strain 9,0 50 200 10 Glukoz Pepton, maya
H1 0zutu, et suyu
Burkholderia sp. 7,0 45 250 24 Glukoz, hardal NH Cl, (NH ) HPO
yagl
Geobacillus sp. 9,0 70 200 24. Tween-80, n.s.
zeytinyagi
Pseudomonas sp. 9,0 30 150 72 Soya kispesi, Misir
nisasta maserasyon
sivisi, NaNOs
Pseudomonas sp. 7,0 150 60 Soya peptonu, Soya peptonu
pamuk kispesi,
Yerfistigi yagi
Pseudomonas sp. G6 8,0 34 200 96 n-hegzadekan, n.s.
tribatirin
Pseudomonas sp. strain | 7,0 37 150 16 Casamino acids | maya 6zutu
KB 700A
(recombinant lipase)
P. aeruginosa 8,5 37 200 6 Tween-80 KNO3
P. aeruginosa LP602 7,2 30 200 48 Peyniralti suyu, | Amonyum silfat,
soya yagl, maya 6z{iti
glukoz
P. fragi,P. fluorescens 7,5 30 150 96 Dekstroz, Tripton, maya
BW 96CCl, P. putida tereyagi 0zutu
P. putida ATCC 795 7,5 27 150 72 Soya unu, Bacto-pepton
nisasta, tuzsuz
tereyagi
P. putida 35K 7,0 30 500 24 Zeytinyagi -
S. haemolyticus L62 7,0 37 150 20 Zeytinyagi Tripton, maya
ozutl
Bacillus sp., 7,0 30 150 24 Dekstroz, Tripton, maya
Pseudomonas sp. triolein 0zutu
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2.3.5 Lipazlar Uretimini Etkileyen Parametreler

2.3.5.1 Karbon Kaynaklari Etkisi

Mikrobiyal lipazlarin tretiminde ¢ogunlukla zeytinyagi, aycicek yagi, soya fasulyesi yagi,
susam yagi, pamuk yagi, misir yagi, yer fistigi yagi ve palmiye yagi gibi bitkisel kaynakh
yaglar denenmektedir. Yagh bir ortamda c¢ogalan mikroorganizmalar, lipaz (iretme
potansiyeline sahiptir. Mikroorganizmalar yaglari karbon veya azot kaynagl olarak

kullanirken bir yandan da lipaz Gretmektedir.

Sugihara 1991’de Bacillus sp./den %1 zeytinyagl iceren kiltir ortaminda lipaz
Uretmistir. Rhodotorula glutinis’ten elde edilen hiicre disi lipazin liretiminde palmiye
yagl en iyi lipid kaynagi olarak belirlenmistir [66]. P. fluorescens SIK WI tarafindan
Uretilen lipaz igin ise trikaproik (C6), trikaprilin (C8) en iyi triagilgliserol kaynagi olarak
gozlenmis, bununla birlikte enzim triolenin 1 ve 3 konumundaki ester baglarini da

hidroliz etmistir [67].

Termofilik Bacillus sp. tlirii Wai 28A45’ten 1sil kararl lipaz Giretimi tripalmitin, tristearin,
trimiristin karbon kaynaklari ile test edilmis ve tripalmitin en iyi lipaz aktivitesi vermistir
[68]. Yine termofilik Bacillus tiiri A30-1 (ATCC 53841), misir yagi ve zeytinyag (%1)

kullanildiginda maksimum seviyede lipaz Giretmistir [69].

Rhizopus oryzae icin kolza tohumu ve misir yaginin lipaz Uretimi icin en uygun
substratlar oldugu, optimal cogalma icin yag derisiminin %3, optimal lipaz Gretimi icin

yag derisiminin %2 oldugu bildirilmistir [70].

Bir alkali lipazin, P. alcaligenes M-1 tarafindan sitrik asit ve soya yagi iceren ortamda
Uretildigi bildirilmistir. Bu lipaz alkali bir ortamda vyag lekelerini ¢ikarmak igin
mikemmel bir Ozellik gdstermektedir. Bacillus stearothermophilus L1’den sigir eti,
palmiye yagi iceren ortamda yliksek alkali 1sil kararlilikta lipaz Uretildigi aciklanmistir.
Sentetik substratlarla aktivite degerlendirmesi sonucunda enzimin oOzellikle p-

nitrofenilkaprilata etki gosterdigi anlasiimistir [60].

P. aeruginosa’nin KKA-5 karbon kaynagi olarak hint yagi kullanildiginda maksimum

lipaz aktivitesi verdigi ifade edilmistir. Enzim alkali kosullarda kararhdir [60].
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Acremonium structum’un, azot kaynagl olarak soya fasulyesi iceren ortamda

blylkmiktarda lipaz tiretmis oldugu bildirilmistir [60].

Farkli Rhizopus tirlerinin lipazlarinin (40-45 kDa) orta zincirli yag asitlerine (C8-C10)
karsi maksimum aktivite gosterdigi aciklanmistir. Candida curvata, C. tropicalis,
C.valida ve C. pellioculosa’dan Uretilen lipazlarin trigliseritlerdeki farklh ester baglarina

nonspesifik oldugu belirlenmistir [50].

Geotrichum candidum sut GrGnlerindeki yagi hidrolize ederken C9’da cis ¢ift bagiiceren
yag asitlerine spesifiklik gostermis olup, bu 6zelligi nedeniyle trigliseritlerin yapisal

analizleri icin basvurulan bir tlrdir [50].

Aspergillus niger’in hiicre igi ve hiicre disi lipazlar 1,3-(konum) spesifiktir. P.cyclopium,
P. verrucosum var. cyclopium ve P. crustosum gibi Penicillium tirlerinden izole edilen
lipazlar bdatirik asit icin spesifiklik gostermistir. P. cyclopium lipazinin dive
monogliseritlere trigliseritlere oranla daha ylksek aktivite gosterdigi aciklanmistir. H.
lanuginosa lipazlari kokonat yagi ve yiksek miktarlarda laurik asit iceren yaglara daha

fazla hidrolitik aktivite gostermektedir [50].

Lesitinin, R. japonicus’un lipaz Uretimini artirdigi belirlenmistir. Doymamis yag

asidituzlari P. fragi’nin lipaz Giretimini inhibe etmistir [50].

Zeytinyagl, yer fistigl yagi, pamuk yagi ile oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit gibi yag

asitleri P. mephitica’nin lipaz tretimini artirmaktadir [50].

Gao ve Breuil (1995) bir fungus olan Ophiostoma piceae lipazinin Uretiminde
zeytinyag, soya fasulyesi, aycicegi, susam pamuk, misir yagi ve yer fistigi yagi gibi farkh
bitkiyaglarini karsilastirmis, maksimum lipaz Uretiminin zeytinyagi kullanildiginda

gozlendigini bildirmistir [50].

Rhizopus oryzae ile yapilan bir incelemede ise ortama farkl tiirde yaglarin eklenmesi
hem lipaz aktivitesini yikseltmis, hem de yagsiz ortamla karsilastirildiginda hicre
derisimi artmistir. Hiicre cogalmasi icin optimum bir yag derisimi olup, optimum lipaz

Uretimi icin bu derisim degismistir [60].

Lipaz Uretimi icin kullanilan karbon kaynaklarindan biri de glukozdur; P. fragi lipazinin

Uretimi icin glukoz gerekli goridlmistir. Talaromyces emersonii’de ise kuru
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mikroorganizma kitlesi basina lipaz aktivitesinin, karbon kaynag olarak laktoz,
mannoz, ksiloz, fruktoz, dekstrin ve ramnoz kullanildiginda glukoza oranla daha yiksek

oldugu gozlenmistir [50].

Genellikle mikroorganizmalar yliksek miktarda lipazi organik azot kaynaklari (6zellikle
polipepton, misir unu 6zGitli, maya 6zitl) kullanildiginda saglar. Penicillium citrinum
tird icin yapilan bir incelemede pepton igeren ortamda maksimum Uretim elde

edilmistir [60].

Humicola sp., T. lanuginosus, Penicillium purpurogenum ve Chrysosporium sulfureum
mikroorganizmalarindan isil kararli lipaz Uretim calismalarinda azot kaynag olarak
maya Ozuti kullaniminin yiksek lipaz tretimi verdigi agiklanmigtir. Salleh ve ark. (1993)
tarafindan, Rhizopus oryzae tarafindan hicre disi lipaz Uretimi icin pepton optimal
azotkaynagi olarak belirlenmistir. Lin ve ark. (1996) P. alcaligenes F-111 tarafindan
soyatozu, pepton ve maya 0z(tl iceren ortamda bir hiicre disi alkali lipaz Uretildigini,
Uretilen bu lipazin aktivitesinin sodyum dodesil silfat, sodyum tripolifosfat,
sodyumdodesilbenzen siilfonat ve sodyum alkil benzen silfonat gibi katyonik

surfaktanlardan etkilenmedigini bildirmistir [60].

Ure ve amonyum siilfat kullanimi genel olarak lipaz sentezini inhibe etmekte, oleik asit

ve Tween 80 lipaz liretimi icin hizlandirici etki gostermektedir [60].

2.3.5.2 pH Etkisi

Cogalma ortaminin baslangi¢c pH degeri lipaz Gretimi icin dnemlidir. Maksimum aktivite
P. fragi icin pH > 7; P. aeruginosa icin pH=9 iken gozlenmis olup ortamin asitliginin
artmasinin lipaz aktivitesini distrdigu belirlenmistir. Buna karsilik maksimum c¢ogalma
S. lipolytica, M. caseolyticus, B. licheniformis, A. wentii, M.hiemalis, R. nigricans, Mucor
racemosus, R. oligosporus, P. aeruginosa EF2 icin asidik pH (4.0-7.0) olarak

aciklanmistir [50].

2.3.5.3 Sicakhik Etkisi

Oso (1978), T. emersonii 'den lipaz Uretiminde 45°C'in en iyi sicaklik oldugunu

bildirmistir. 22-35°C araligindaki sicakliklarin da A. wentii, M. hiemalis, R. nigricans, M.
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racemosus, R. oligosporus ve P. aeruginosa ‘nin maksimum lipaz Gretimi igin optimum

oldugu agiklanmistir [50].

P. fluorescens’ten elde edilen lipazin bir proteaz olan subtilisin tarafindan 20°C’ta
inaktif oldugu bildirilmis, bu etki mikroorganizma c¢ogalma ortaminda daha yilksek

sicakliklarda (30-40°C) daha fazla gortlmistir [50].

2.3.5.4 Metal iyonlan Etkisi

Pokorny ve ark. (1994), Mg*?nin Aspergillus niger'den lipaz Uretimini artirdigini
aciklarken, benzer sekilde Jannsen ve ark. (1994) termofilik bir Bacillus sp.’nin lipaz
Uretimini, Uretim ortamina eklenen magnezyum, demir ve kalsiyum iyonlarinin birkag
kat artirdigini bildirmistir. Kok ve ark. (1995)'nin agiklamasina gore Aci. Calcoaceticus
BD 413’ten hucre disi lipaz tUretimi de yine ortama eklenen Mg*?, Ca*?, Cu*?, Co*? ile
artmugtir. Lin ve ark. (1995), P. pseudualcaligenes F-111’in lipaz iretiminin fosfat iceren
ortama Mg*? eklenmesi ile artis gosterdigini ifade etmistir. Metal iyonlarinin 1 mM
derisimlerinin lipaz aktivitesine etkisini inceledigi ¢alismasinda Lin ve ark. (1996),
P.pseudoalcaligenes F-111 lipazinin Fe*3 varliginda %60 inhibe oldugunu agiklamistir

[60].

Sidhu ve ark. (1998) tarafindan ortamda Ca*?nin termofilik Bacillus sp. RS-12’nin lipaz
Uretimini artirdig ifade edilirken, Sharon ve ark. (1998), P. pseudoalcaligenes KKA-5
icin ortamdaki Ca*?nin lipaz Uretimine etki etmedigini aciklamistir. Sharon ve ark.
(1998), P. aeruginosa KKA-5 lipazinin Ca*? ve Mg*? varliginda aktivitesini korudugunu
fakat Mn*?, Cd*? ve Cu*? varliginda az miktarda, Fe*?, Zn*?, Hg*?, Fe* gibi agir metal
tuzlari varliginda glgla bir sekilde inhibe oldugunu agiklamistir. Benzer sekilde Hiol ve
ark. (2000), Rhizop oryzae lipazinin aktivitesinin Fe*?, Fe*3, Hg*?, Cu*? varliginda
azaldigini rapor ermistir. Chartrain ve ark. (1993) P. aeruginosa MB5001 lipazinin 1 mM
ZnS04 ile %94 inhibe oldugunu aciklamistir. Genellikle Ca*? ve Mg*? iyonlarinin lipaz
dretimini artirdigi gérilmektedir. Fe*2, Fe*3, Hg*?, Cu*?, Zn*?2, Ag*! gibi agir metal tuzlari

ise enzimi genellikle inhibe etmektedir [60].
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

Yapilan deneysel ¢alismalarda, farkli konsantrasyon ve iceriklerde hazirlanan Brown
besiyerlerine Haloarcula hispanica 2TK2 susunun ekimi yapilmis ve her bir besiyerinde
50 giin boyunca bakterinin gelisimi ve Urettigi lipaz enziminin aktivitesi izlenmistir.
Aktivite tayin yontemleri olarak titrasyon yontemi ve spektrofotometrik yontem
kullanilmis, aktivite degerleri Unite/mL enzim cinsinden ifade edilmistir. Daha sonra
Uretilen besiyeri oramindaki enzimler, amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve ultrafiltrasyon
metoduyla kismi olarak saflastirihp tekrar enzim aktivitesi Olglilmis ve ticari lipaz
enzimiyle karsilastirmalari yapilmistir. Boylelikle en aktif enzimi Ulretmeye uygun
besiyeri sartlarinin bulunmasi amaclanmistir. Ayrica, kismi saflastiriimis lipaz igin
maksimum enzim aktivitesinin elde edildigi optimum sicakhk ve pH degerleri
belirlenmis, tuzlu ortamdaki stabilitesi ve Triton X-100 ve Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

ylizey aktif maddelerine karsi direnci arastiriimistir.

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

3.1.1 Kullanilan Cihazlar

e Hassas terazi, Ohaus marka Explorer Pro model: Kimyasallarin tartiimasinda

kullanilmistir.

e Distile su cihazi, GFL: Besiyerleri ve ¢ozeltiler icin kullanilan distile su temin
edilmistir.
e pH metre, Inolab/WTW: Besiyerlerinin ve tampon c¢ozeltilerin pH’inin

ayarlanmasinda kullanilmistir.
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Isiticth  magnetic karistirici, Heidolph marka MR Hei-Standard model:

Besiyerlerinin ve tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullaniimistir.
Otoklav, Systech/2540 ML: Besiyerlerinin sterilizasyon islemi igin kullanilmistir.

Laminer hava akim kabini, Thermo Scientific MSC 1.2: Besiyerlerine ekim

islemleri steril kabin igersinde yapilmistir.

Calkalamali inkiibatér, Lab Companion SI-300R: Ekim islemi gerceklestirildikten

sonra, besiyerlerinin inkiibasyonu igin kullaniimistir.

Sogutmali Mikro Santriflij, Thermo IEC, Micromax RF: Besiyerlerinden alinan

numunelerdeki bakterilerin ¢oktirilmesinde kullanilmistir.

Sogutmal Santrifiij, Heraeus D-37520: Saflastirma islemine tabi tutulacak

besiyerlerindeki hiicrelerin ¢oktirilmesinde kullanilmistir:

Santrifiij cihazi, Hettich, 4800 rpm: Saflastirma isleminde, amonyum silfat

tuzlarinin ¢oktirilmesi igin kullaniimistir.

Calkalamali su banyolari, GFL/1086: Aktivite tayinlerinde reaksiyonlar sicaklik

ayarli olarak su banyolari icinde gerceklestirilmistir.

UV-Visible Spektrofotometre, Sinco S-3100: Optik yogunluk 6lglimleri ve enzim

aktivite tayinleri icin kullanilmustir.

Ultrafiltrasyon sistemi, Stirred ultrafiltration cell — Amicon: Kismi saflastirma

isleminde kullaniimistir.

Membranlar, Regenerated cellulose membrane Dia 100 mm, MW 10.000: Kismi

saflastirma isleminde, ultrafiltrasyon sistemi igersinde kullaniimistir.

Vorteks cihazi, Heidolph: Enzim aktivite ve Bradford tayinlerinde numunelerin

homojenizasyonu icin kullaniimistir.

3.1.2 Kullanilan Malzemeler

Beher

Erlen : 50 mL, 150 mL, 250 mL, 300 mL, 500 mL
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e Balonjoje:10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL, 500 mL, 1L
e Mezlr

e Ependorf tipleri, 2 mL

e Falkon tlpleri, 50 mL

e Pastor pipetleri

e Deney tupleri

e Otomatik pipet : 1-20 pL, 50-200 pL, 500-2500 pL

e Biret

e Filtre kagidi

3.1.3 Kullanilan Kimyasallar

Besi yerlerinin hazilanmasinda kullanilan kimyasallar; NaCl (Merck), KCl (Fluka),
MgS04.7H,0 (Fluka), Maya ekstrakti (Difco), CeHsNaz07.2H,0 (Merck), Zeytinyag, Ceviz
yag (Aksu Vital), Susam yagi (Aksu Vital), Balk yagi, Kudret nari yagi, Cuha cicegi yagi,
Aynisafa yagi (Aksu Vital), Tributirin, Oleik asit, Stearik asit.

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar; NaH,P04.2H,0 (Merck),
Naz;HPO4.7H,0 (Riedel de Haen), NaOH (Fluka), Tris(Hydroxymethyl)Aminomethane
(Merck), HCI (Merck), CH3COOH (Merck), NaHCOs (Merck), NaCl (Fluka).

Kismi saflastirma isleminde kullanilan kimyasallar; Amonyum siilfat (NH4)2SOa(Fluka).

Aktivite tayininde kullanilan kimyasallar; Paranitrofenol, p-nitrofenil palmitat,
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Triton X-100 (Fluka), isopropanol, NaOH (Fluka),

Zeytinyagl, Fenol ftalein indikatori, Etanol (Merck), Dietil eter.

Protein miktari tayininde (Bradford) kullanilan kimyasallar; Coomassie Brillant Blue G-

250, Fosforik asit, Etil alkol %96 (Merck), Bovin Serum Albumin (BSA).
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3.1.4 Kullanilan Tampon ve Gozeltiler

Sodyum Fosfat Tamponu (PB); Titrimetrik aktivite tayininde kullaniimistir. 0,1 M, 1 L
Sodyum Fosfat tamponu igin, 15,6 g NaH,P04.2H,0 (a) ve 26,8 g Na;HPO4.7H,0 (b)
tartilarak ayri ayri 500 mL distile su icersinde ¢ozildi. (a)ya (b) eklendi ve 1 M NaOH
ile oda sicakhginda pH 7‘ye ayarlandi.

Tris-HCl Tamponu (1 mol/L); Spektrofotometrik aktivite tayininde kullanilmistir.121,1 g
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethane bazi tartildi, 700 mL distile su igersinde
¢Ozlindikten sonra pH degeri HCl ile oda sicakliginda 7,3’e ayarlandi. Distile su ile 1000

mL’ye tamamlandi. Otoklavda 20 dk. sterilize edildikten sonra buzdolabinda saklandi.

Karbonat tamponu; 0,025 M Sodyum Karbonat Tamponu icin gerekli miktarda (0,66 g)
Na,COsdistile su icersinde ¢6zlindi ve hacmi 250 mL’ye distile su ile tamamlandi. pH

degeri oda sicakliginda ayarlandi.

pH 9,2 ve pH 10 degerlerinde gergeklestirilen aktivite tayinlerinde, ilgili pH ayarlamasi

yapilarak karbonat tamponu kullaniimistir.

Asetat tamponu; 0.1 M Asetat tamponu icin gerekli miktarda (1,43 mL) CH3COOH
distile su icersinde ¢6ziindli ve hacim 250 mlL’'ye tamamlandi. pH metre araciligiyla,

tamponun pH degeri oda sicakliginda ayarlandi.

pH 4, pH 5 ve pH 5,6 degerlerinde gerceklestirilen aktivite tayinlerinde, ilgili pH

ayarlamasi yapilarak asetat tamponu kullaniimistir.

Alkol-eter ¢o6zeltisi; Titrimetrik aktivite tayininde reaksiyonu durdurmak amaciyla 1:1
oraninda eter-alkol ¢o6zeltisi kullanilmigtir. Esit miktarlarda etil alkol ve eter
karistirildiktan sonra, pH’I nétrlemek amaciyla, iki damla fenol ftalein indikatori
damlatildiktan sonra acik pembe renk goriliinceye kadar 0,5 N NaOH cozeltisi

eklenmistir.

NaOH ¢ozeltisi; Titrimetik aktivite tayinlerinde, reaksiyon ortami NaOH ile titre
edilmistir. Bunun icin 0,04 N ve 0,08 N NaOH kullanilmistir. 0,04 N NaOH icin, 1,6 g

NaOH tartilip hacim 1 L'ye tamamlanmistir.

NaOH c¢ozeltisinin standardizasyonu (gercek normalitesinin bulunmasi) i¢in bir miktar

Potasyum Ftalat etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 0,25 — 0,45 g arasi bir miktar
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tartilarak, bir erlende 100 mL distile su igersinde ¢dziinmustir. 2 damla fenol ftalein
indikatori damlatildiktan sonra hazirlanan NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir, sarfiyat
not edilmistir. Ayni islem (i¢c defa tekrarlanip ortalamasi alinmistir. Normalitenin

hesaplanmasi icin forml su sekildedir:

B

A=——— (3.1)
0,20423 X C

A = NaOH normalitesi
B = Potasyum ftalat tartimi (g)
C = NaOH sarfiyati (mL)

Paranitrofenil Palmitat (PNFP) ¢ozeltisi; Spektrofotometrik lipaz aktivitesi tayininde,

lipaz substrati olarak kullanilmistir.

1,59mM PNFP ¢ozeltisi hazirlamak igin, 0,03 g PNFP (MW=377,52 g/mol), 0,032 g SDS
ve 1 g Triton-X tartildi. Balon jojede isopropanol ile ¢ozilerek son hacim 50 mlL'ye
tamamlandi. 45°C su banyosunda 15 dk karnistirilarak tamamen ¢6ziinmesi
saglandi.Hazirlanan bu c¢ozelti buzdolabinda en fazla 3 giin bozulmadan muhafaza

edilebilmektedir. Cozelti bulaniklasirsa tekrar 45°C’de bekletilerek ¢ézlinmesi saglanir.

Commassie Brillant Blue; Protein miktari tayinini igin Bradford ayraci olarak
kullanilmistir. 1,05 g Coomassie Brillant Blue G-250, 12,5 mL %96’lik etanolde
¢6ziinduriildi. Uzerine 25 mL %85'lik fosforik asit eklendi. Son hacim 250 mL’ye distile

su ile tamamlandi. Karanlikta bir gece karistirilarak bekletildi. Filtre kagidindan stizild.

3.1.5 Lipaz Kaynagi Olarak Kullanilan Arkeik Bakteriler

Deneylerde Tiirkiye Tuzkdy madeninden izole edilen Haloarcula hispanica 2TK2 susu
kullanilmistir. Lipaz Gretimi icin, daha dnceden c¢ogaltilmis stok halinde bulundurulan

kiiltiir ortamlarindan ekim yapilmistir.
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3.2 Deneylerin Yapilgi
Deneyler igin izlenen yol;

e Llipaz Uuretimi: Farkli parametrelerde hazirlanan ve sterilizasyonu vyapilan

besiyerlerine bakteri ekimi yapilmasi ve inkiibasyonu

e Besiyerlerinden iki glinde bir numune alinmasi, protein yogunlugu ve hiicre
gelisiminin izlenmesi, titrimetrik ve spektrofotometrik yodntemlerle lipaz

aktivitesinin belirlenmesi

e Maksimum lipaz aktivitesine erisilenoptimum besiyeri parametrelerinin

saptanmasi
e Lipaz enziminin besiyerlerinden kismi olarak saflastiriimasi ve konsantre edilmesi

e Kismi saflastirilarak elde edilen lipaz enziminin aktivitesini etkileyen

parametrelerin (sicaklik ve pH) optimizasyonu
e Kismi saflastirilmis enzimin tuzlu ortamda stabilitesinin belirlenmesi

o Kismi saflastirilmis enzimin Triton X-100 ve SDS yizey aktif maddelerine karsi

direncinin arastiriimasi

3.2.1 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Deneylerde lipaz Uretim ortami olarak Brown besiyeri kullaniimistir. Lipaz Uretimini
indliiklemek (izere besiyerlerine ilave karbon kaynagi olarak %1-4 oraninda yag

eklenmistir.

Maksimum lipaz aktivitesinin goéruldigl besiyeri kosullarini saptamak igin, besiyerleri
farkli tuz konsantrasyonlari ve farkli karbon kaynaklari olmak (zere degisik

parametrelerde hazirlanmistir.

1 L Brown besiyeri icin standart olarak 250 g NaCl (4 M), 20 g MgS04.2H,0 , 5 g Maya
0zitl, 3 g CeHsNaz07.2H,0 , 2 g KCI tartilip distile suile 1 L'ye tamamlandi. Manyetik
karistirici yardimiyla tamamen ¢oziindirildiikten sonra pH’t 2 N NaOH ile 7,5e

ayarlandi. Besiyerleri otoklavda 121°C ve 1 bar basing altinda 20 dk sterilize edildi.
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Deneylerde, (1) farkli tuz konsantrasyonlarinin, (2) karbon kaynag olarak farkli
yaglarin, (3) farkl yag asidi ve esterlerinin ve (4) yag derisimlerinin lipaz aktivitesine

etkisini incelemek Uizere, 4 set besiyeri hazirlanmig ve ekim yapilmigtir.

Hazirlanan besiyeri ortami parametreleri ve icerikleri Cizelge 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5'te

verilmistir.

Cizelge 3. 1 Hazirlanan besiyerlerinde incelenen parametreler

Besiyeri 1 3M %1 Zeytinyagi
Besiyeri 2 a4 M %1 Zeytinyagl
Besiyeri 3 5M %1 Zeytinyagi
Besiyeri 4 * 4 M Kontrol
Besiyeri 5 4 M %1 Zeyinyagi
Besiyeri 6 4 M %1 Susam yagi
Besiyeri 7 4 M %1 Aynisafa yagi
Besiyeri 8 4 M %1 Kudretnari yagi
Besiyeri 9 4 M %1 Cuha gicegi yagi
Besiyeri 10 a4 M %1 Balik yagi
Besiyeri 11 a4 M %1 Ceviz yagl
Besiyeri 12 4 M %1 Ceviz yagl + %1 Tribdtirin
Besiyeri 13 4 M %1 Ceviz yagl + %1 Oleik asit
Besiyeri 14 4 M %1 Ceviz yagi + %1 Stearik asit
Besiyeri 15 * a4 M Kontrol
Besiyeri 16 4 M %1 Ceviz yagi
Besiyeri 17 4 M %2 Ceviz yagi
Besiyeri 18 4 M %3 Ceviz yagi
Besiyeri 19 4 M %4 Ceviz yagi

* Besiyeri 4 ve Besiyeri 15 standart Brown besiyeridir.
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Gizelge 3. 2 Farkh tuz konsantrasyonlarinda hazirlanan besiyerleri ve igerikleri
(Toplam hacim 250 mL)

NaCl 44 g 58,5g 73,1g
MgSO4 5¢g 5¢g 5g
Maya 6zutl 1,25¢g 1,25¢g 1,25¢g
CeHsNazO- 0,75¢g 0,75¢g 0,75¢g

KCI 05¢g 05¢g 05g
Zeytinyagi 3mL 3mL 3mL

Cizelge 3. 3 Karbon kaynagi olarak farkl yaglar iceren besiyerleri ve icerikleri

(Toplam hacim 250 mL, 4 M Nacl)

NaCl(4 M) | 585g | 585g | 585g | 585g | 585g | 585g | 585g | 58,5¢
MgSO4 5g 5g 5g 5g 5g 5g 5g 5g
Maya 6zutu | 1,25g | 1,25g | 1,25g | 1,25g | 1,25g | 1,25g | 1,25g | 1,25¢g
CeHsNazO; | 0,75g | 0,75g | 0,75g | 0,75g | 0,75g | 0,75g | 0,75g | 0,75¢g

KClI 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g 05¢g
Zeytinyagi - 3mL - - - - - -
Susamyagi - - 3mL - - - - -

A
ynls:afa i i i 3 mL i i ) )
yagl
K
udre'E nari i i i i 3 mL i i i
yagl
Cuha c,:lgegl i i i i i 3 mL i i
yagl
Balik yagi - - - - - - 3mL -
Ceviz yagi - - - - - - 3mL
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Cizelge 3. 4 Karbon kaynagi olarak farkli yag asitleri ve yag asidi esteri iceren besiyerleri
ve icerikleri (Toplam hacim 250 mL, 4 M Nacl)

NaCl 58,5g 58,5g 58,5g
MgSO4 5¢g 5¢g 5g

Maya 6zutl 1,25¢g 1,25¢g 1,25¢g

CeHsNazO- 0,75¢g 0,75¢g 0,75¢g

KCI 05¢g 05¢g 05g

Ceviz yagi 3mL 3mL 3mL
Tribltirin (%1) 2,5mL - -
Stearik asit (%1) - 2,5g -

Oleik asit (%1) - - 3mL

Cizelge 3. 5 Karbon kaynagi olarak farkli oranda yag igeren besiyerleri ve igerikleri
(Toplam hacim 250 mL, 4 M NaCl)

NaCl 58,5g 58,5g 58,5¢g 58,5¢g 58,5g
MgSO4 5g 5g 5g 5g 5g
Maya 6zutiu 1,25g 1,25¢g 1,25¢g 1,25¢g 1,25¢g
CeHsNazO7 0,75¢g 0,75g 0,75g 0,75g 0,75g

KClI 05¢g 05¢g 0,5¢g 0,5¢g 05¢g
Ceviz yagi - 3mL 6 mL 9mL 12 mL

3.2.2 Bakterilerin Uretilmesi (Ekim islemi ve inkiibasyon)

Deneylerde Tiirkiye Tuzkdy Tuz Madeni’'nden izole edilen Haloarcula hispanica 2TK2
susu kullanilmistir. Lipaz Uretimi icin, daha o©nceden c¢ogaltiimis stok halinde
bulundurulan kiltiir ortamlarindan ekim yapilmistir. Ekim islemi steril kabin icersinde,
stok numunelerden ekim vyapilacak besiyeri hacminin %10’u kadar alinarak

besiyerlerinin {zerine eklenmesi suretiyle gerceklestirilmistir. Ekim isleminden
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sonranumuneler, mikroorganizmanin gelismesi icin optimum olarak saptanmis 40°C

sicaklik ve 100 rpm’ye ayarlanmis orbital ¢alkalamali inklibator icine alinmustir.

3.2.3 Analizler

3.2.3.1 Optik Yogunluk (OD) Yéntemiyle Hiicre Derisimi Olgiimii

inkiibatdrdeki numunelerden pastor pipetleri araciligla iki giinde bir alinan numuneler,
mikroorganizmanin gelisim evrelerinin takibi amaciyla analiz edilmislerdir. Numuneler
1 mL’lik kuvartz kuvetler icersine alinarak 600 nm’deki optik yogunluklar dlgtimustir.
Blank (sahit) olarak, mikroorganizma igermeyen steril besiyeri numuneleri

kullanilmistir.

3.2.3.2 Titrimetrik Yontemle Lipaz Aktivitesi Tayini

iki glinde bir besiyerlerinden alinan numunelerin lipaz aktivitesi titrimetrik yéntem ile
tayin edilmistir. Ependorf tliplerine alinan besiyeri numuneleri, hiicreleri uzaklastirmak
amaciyla 15000 rpm’de 10 dk santriflj islemine tabi tutulmustur. Enzimin denatire
olmasini engellemek igin santriflj islemleri 4°C’de gergeklestirilmistir. Titrimetrik olarak
lipaz aktivitesi belirlenirken substrat olarak zeytinyagi kullanilmistir. Kiglk bir erlene
konulan 500 puL zeytinyagi, 2,5 mL 0,1 M pH=7,2 fosfat tamponu ve 400 uL hiicresi
¢oktlirilmis lipaz Uretim ortami, su banyosunda 37°C'de 30 dk karistirilmistir.
Reaksiyon eter/etanol (1:1) karisimindan 2,5 mL reaksiyon ortamina eklenerek
sonlandiriimistir. Karisima indikator olarak 2 damla fenol ftalein eklenerek 0,08 N
NaOH ile titre edilmistir. Her bir numune igin Gcer tekrar yapilmistir. Enzim aktivitesi,

sarf edilen NaOH miktarindan yola ¢ikilarak hesaplanmistir.

Yag asidi esteri + H,0 < Yag asidi + Gliserol (3.2)
Lipaz aktivite degerleri, U/mL enzim cinsinden verilmistir.

1 Unite enzim (U), zeytinyagindan dakikada 1 pumol yag asidi hidrolizleyen (aciga
cikaran) enzim miktari olaraktanimlanmis [65], [66] ve asagida verilen (3.3) numaral

esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
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3.2.3.3 Spektrofotometrik Yontemle Lipaz Aktivitesi Tayini

Spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi tayin edilirken, substrat olarak reaksiyona
giren p-nitrofenil palmitatin (PNFP) enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenoliin

(PNF) absorbansta yarattigi degisiklikten yararlaniimistir.

PNFP + H, 0 <> PNF + Palmitik asit (3.5)

Lipaz tretim ortami 15000 rpm, 4°C sicaklikta 10 dk santrifiijlenerek hiicre igeriginden
ayrilmistir. Hidroliz reaksiyonu 2,5 mL PNFP ¢6zeltisi; 2,5 mL pH 7,3 Tris-HCI tamponu
ve 400 plL lipaz Gretim ortami (siipernatan) iceren toplam 5,4 mL’lik reaksiyon karisimi
Uzerinden ylriatalmastir. Reaksiyonlar 37°C ‘ye ayarli ¢alkalamali su banyosu icersinde
150 rpm calkalama hizinda karistirilarak 15 dk igin gergeklestirilmistir. Reaksiyonu
durdurmak icin deney tipleri 99°C'lik su banyosuna aktarilmis ve 3 dk bekletilmistir.
Numuneler oda sicakligina geldiginde Sinco S-3100 UV-Visible Spektrofotometre cihazi
kullanilarak 404 nm’deki absorbanslari okunmustur. Hidroliz tepkimesi sonucunda
aciga ctkan PNF'un 404 nm’deki absorbansi 6l¢llmustir. Enzim aktivite tayinleri her bir

numune icin Gcer kere tekrar edilmistir [67], [68].

Enzim aktivitesi, okunan absorbans degerlerinden yola gikilarak hesaplanmistir. Bunun
icin, bilinen konsantrasyonlarda PNF ¢o6zeltileri hazirlanarak, 404 nm’deki absorbans

degerleri okunmus ve bu degerler ile gizilen kalibrasyon grafiginden yaralaniimistir.
Lipaz aktivite degerleri, U/mL enzim cinsinden verilmistir.

Bir Unite enzim (U), 1 dakikada 1 umol PNF aciga cikarmak icin gerekli olan enzim

miktari olarak tanimlanmistir [69].
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Para-nitrofenol Kalibrasyon Grafiginin Hazirlanmasi ve Ornek Aktivite Hesabi

Spektrofotometrik aktivite tayininde hidroliz reaksiyonu GriinG olan para-nitrofenol
(PNF) standard grafiginin hazirlanmasi icin 6ncelikle 0,00151 M PNF stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun icin 0,021 g PNF (MW=139,11 g/mol) 100 mL distile su icersinde
¢ozundu. Bu stok ¢ozelti tizerinden distile su ile gerekli seyreltmeler yapilarak 1-85 uM
standart PNF c¢ozeltileri hazirlandi. Konsantrasyonu bilinen bu standartlarin, PNF
icermeyen sahite karsi A=404 nm dalga boyunda absorbanslari okundu. Absorbans

degerleri ile bilinen PNF konsantrasyonlari arasindaki iliski grafige dokaldi (Sekil 3.1).

Cizelge 3. 6 Belirli konsantrasyonlarda PNF iceren standart 6rneklerin A=404 nm’de
verdikleri absorbans degerleri

PNF derisimi Absorbans
(umol/L) (A=404nm)
0 0
1 0,0207
2 0,0302
5 0,0735
7,5 0,1034
10 0,1473
12,5 0,173
25 0,348
50 0,693
65 0,8984
75 1,0459
85 1,186
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Sekil 3. 1 PNF kalibrasyon egrisi

Aktivite reaksiyonlari sonucunda absorbanslari okunan o&rnekler igin kalibrasyon
grafiginden yaralanilarak, agiga ¢ikan PNF miktarlari tespit edildi. Absorbans degeri 1’in
Uzerinde ¢ikan numuneler igin, absorbans 1’in altna diisene dek gerekli seyreltmeler

yapilarak okundu.

Aktivite (U/mL) hesabinda, kalibrasyon grafigi vasitasiyla bulunan PNF

konsantrasyonlarindan yararlanildi.

Bir Unite enzim (U), 1 dakikada 1 umol PNF agiga cikarmak icin gerekli olan enzim
miktaridir tanimina ve Lambert Beer kanununa gore;

Lamber Beer kanunu:Abs =E X b X C

€ =0,0139 L.umoltcm™ (molar absorptivite katsayisi)

b =1 cm (i1s1k yolu)

C = PNF konsantrasyonu (umol/L)

Vr (Toplam hacim) = 5,4 mL

Vimek = 0,4 mL

t (reaksiyon suresi) = 15 dk
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umol Abs 5.4(ml) 1L 1 1
= oo, X x x :
dk.mlenzim 0,0139(L.umol™1) o 1000 mL  15dk 0,4 mlenzim

(3.7)

Aktivite ( = Abs X 0,0647 (3.8)

ml enz L'm)

Kismi saflagtirma oncesinde yapilan lipaz aktivite tayinlerinde okunan absorbans
degerleri 0,008-0,01 araliginda oldugundan, sadece bu aralik igin daraltiimis ikinci bir
kalibrasyon grafigi (Sekil 3.2) gizildi. Bunun igin 1-10 umol/L konsantrasyon araliginda

PNF standart ¢ozeltileri hazirlanip, 404 nm’de absorbanslari okundu.

0,09

y =0,0083x
0,08 - R? = 0,9998

0,07 -
0,06
0,05 -

0,04 |

Absorbans (404nm)

0,03 A
0,02 A

0,01 |

O T T T T T 1
0 2 A 6 & 10 12

Cenr (Hmol/L)

Sekil 3. 2 Duslik absorbans degerleri icin PNF kalibrasyon egrisi

Sekil 3.2’de verilen kalibrasyon grafiginde dogrunun egiminden yararlanark €=0,0083

olarak bulundu. Buna gore, yukaridaki formillerden katsayi yeniden hesaplandi.

umol Abs 5.4(ml) 1L 1 1 (3.9)
- % 5, X X X , :
dk.mlenzim 0,0083(L.umol™1) o 1000 mL  15dk 0,4 mlenzim
Aktivite ( : ) = Abs X 0,1084 (3.10)
ml enzim

0,008-0,01 araligindaki tiim absorbans degerleri icin aktivite hesabi yapilirken bu

katsayi kullanildi.
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3.2.3.4 Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini ve Protein Standart Grafiginin

Olusturulmasi

Enzimler biyolojik reaksiyonlari katalizleyen protein yapida molekkillerdir. Lipaz
enzimine ait aktivite sonuglarinin degerlendiriimesinde katki saglayacagindan
ortamdaki total protein miktari belirlenmistir.Bu ¢alismada 5-100 mg/mL arasinda
olduk¢a hassas sonuglar veren Bradford yonteminden yararlaniimistir. Bu yontem,
“Coomassie Brillant Blue G-250” boyasinin proteinlere baglanmasi sonucunda

olusturdugu renkli ¢ozeltilerin 595 nm’de absorbansinin dlgcllmesi ilkesine dayanir [70].

Standart grafigin olusturulmasi icin 1 mg/mL bovin serum albumin (BSA) seyreltilerek
kullanildi. 1 mL distile su igerisinde 5 — 120 pg BSA igeren ornekler hazirlandi.
Konsantrasyonlari belli olan bu standartlar tzerine 1 mL Bradford belirteci eklendi ve
vortekslendi. Sahit icin standart c¢ozelti yerine 1 mL distile su koyularak ayni islem
uygulandi. Karanlikta ve oda sicakhiginda 5 dk bekletilen érneklerin absorbanslari 595
nm dalga boyunda, BSA icermeyen sahite karsi okundu. Absorbanstaki degisim ile

protein miktari arasinda korelasyon grafige dokuldi (Sekil 3.3) [71].

1,8 ~

Abs (595 nm)

0 T T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120 140

Protein derisimi (pug/mL)

Sekil 3. 3 BSA ile hazirlanan protein standart grafigi
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Cizelge 3. 7 Belirli konsantrasyonlarda BSA igeren standart érneklerin Bradford belirteci
ile girdikleri reaksiyon sonucu 595 nm’de verdikleri absorbans degerleri

BSA miktari (ug/mL) | Absorbans (ODsgs)

0 0

5 0,1024
10 0,22
15 0,30
30 0,50
50 0,7655
70 1,11
80 1,1783
90 1,2959
100 1,3969
110 1,4977
120 1,6138

Orneklerdeki total protein miktarlari bu standart grafik (izerinden hesaplandi. Egrinin
denklemi Gzerinden, bilinmeyen 6rnegin absorbansi 6lglilerek buna karsilik gelen

protein konsantrasyonu hesaplandi.

icerdigi protein miktari belirlenmek istenen besiyeri érnekleri ve kismi saflastiriimis
emzim orneklerinden 1 mL alinarak deney tiiplerine konuldu, (izerine 1 mL Bradford
belirteci eklendi ve vortekslendi. Ornekler 5 dk oda sicakliginda karanlikta bekletildi ve
595 nm’de absorbanslari okundu. Elde edilen absorbanslarla standart grafigin
egiminden yaralanilarak 6renklerdeki protein miktari hesaplandi. Her 6rnekten Gger

tekrar yapildi.

3.2.4 Kismi Saflastirma islemi

En aktif lipaz Uretim ortami olarak saptanan besiyerleri, en az 2 aylik inkiibasyon

sureleri sonunda kismi saflastirma islemine tabi tutulmustur. Besiyerinin tamami 50
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mL’lik falkon tipleri icersine alinmig, 15000 rpm, 4°C’de 10 dk santrifiij islemine tabi

tutularak hiicrelerin ¢gokmesi saglanmistir.

3.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Hicre iceriginden arindirilan enzim Gretim ortamina, %40 (w/v) doygunluk olusturacak
sekilde gerekli miktarda amonyum siilfat (NH4),SO4 eklenmistir. Bu oran, lipaz enzimi
proteinlerini ¢dken ya da ¢okmeyen kisimda maksimum verimle tutmak icin optimal
doygunluk orani olarak deneme yanilma yontemiyle bulunmustur. %40 doygunlukta
(NH4)2S04 kullanildiginda lipaz enziminin ¢okmeden kalarak diger bazi proteinlerden
ayrildigi lipaz aktivite ve protein miktari tayinleri yapilarak tespit edilmistir. Coktlirme
islemi 4°C ‘lik buzdolabi igersinde manyetik karistirici lzerinde karnistirilarak
gerceklestirilmistir. (NH4),SO4 kiglik miktarlar halinde yavas yavas eklenmis; her bir
miktar eklenmeden 6nce bir 6nceki eklenen kismin tamamen ¢6ziinmesi beklenmistir.
Coktirme islemi sonunda 6rnek tekrar falkon tiplerine alinarak 4800 rpm’de 10 dk
santrifijlenmistir. Santriflij islemi sonrasinda supernatant dekante edilerek ayrilmis ve
ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmustur. Amonyum silfat ile ¢oktirme islemi
sonrasinda pellet halinde ¢oken kisimda lipaz enzimi varligini arastirmak amaciyla,
pellet yeterli miktarda distile su icersinde 4°C’'de tamamen c¢oziindurilmis ve elde

edilen protein + tuz ¢ozeltisi ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmustur.

3.2.4.2 Ultrafiltrasyon

Ultrafiltrasyon islemi, rejenere selliloz membran kullanilarak, karistiricili ultrafiltrasyon
sistemi ile gerceklestirilmistir. Coktlirme islemi sonrasinda elde edilen her iki fraksiyon
(supernatant ve tuz-protein) ayri ayri ultrafiltrasyon islemine tabi tutulmustur. Filtre
Uzerinde kalan 30 mL’lik kisim iki kere distile su ile yikanmis ve proteinlerin muhafaza
edilmesi amaciyla fosfat tamponu ile yikanarak tampon c¢o6zelti icersine alinmistir.
Toplanan ultrafiltrasyon Urin olasi partikillerin uzaklastirilmasi amaciyla 4°C, 15000

rpm kosullarinda 10 dk santrifijlenmistir.
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3.2.5 Kismi Saflastinlmis Lipaz Uzerinden Aktivite Tayinleri ile Optimum

Parametrelerin Belirlenmesi

3.2.5.1 Optimum Sicaklik Degerinin Belirlenmesi

Maksimum enzim aktivitesinin saglandigi optimum sicaklik degerinin saptanmasi
amaciyla, su banyosu farkli sicaklik degerlerinde ayarlanarak hidroliz reaksiyonlari
yuratulmus, titrimetrik yontem ile aktivite tayinleri yapilmistir. Para-nitrofenol’'un uzun
sure yuksek sicaklik degerlerinde kendiliginden parcalanmasi s6z konusu oldugu igin,
titrimetrik aktivite tayini tercih edilmistir. Aktivite tayinlerinde Besiyeri 5'ten (4 M, %1
zeytin yagi) saflastirilan enzim numunesi kullanilmis, ayni 6rnege Bradford protein

tayini yapilarak kismi saflastirilan enzimin spesifik aktivite degeri belirlenmistir.

Aktivite tayinleri 30°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C sicaklik degerlerinde

gerceklestirilmistir. Her sicaklik degerinde licer reaksiyon tekrar edilmistir.

3.2.5.2 Optimum pH Degerinin Belirlenmesi

Maksimum lipaz aktivitesinin gergeklestigi optimum pH degerinin saptanmasi amaciyla,
pH 4 — 10 deger araliginda hazirlanan farkh tampon cozeltiler icersinde hidroliz
reaksiyonlari ylritiilmus, spektrofotometrik yontem ile aktivite tayinleri yapilmis, 404

nm’de absorbans degerleri okunmustur.

pH 4 — 5,6 araliginda asetat tamponu, pH 6 — 8 araliginda fosfat tamponu, pH 9 igin
Tris-HCl tamponu, pH 9,2 ve pH 10 igin karbonat tamponu kullanilmisgtir. Enzim aktivite
tayinleri, optimum sicaklik degeri olarak belirlenen 45°C ‘de yuratilmustar. Besiyeri 17
(%2 ceviz yagi icerikli) Gretim ortamindan kismi olarak saflastirilan enzim cozeltisi

kullanilmistir. Her pH degeri icin Uger tekrar yapilmistir.

3.2.5.3 Optimum NaCl Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Maksimum enzim aktivitesinin gerceklestigi ortam tuz konsantrasyon degerinin
belirlenmesi amaciyla, reaksiyonlar farkl tuz konsantrasyonlari iceren ortamlarda,
optimizasyon slrecinde belirlenen optimum sicaklik ve pH kosullarinda yuratilmis ve

enzim aktivite tayinleri gerceklestirilmistir.
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Lipolitik aktivitenin en yuksek oldugu optimum pH degerindeki fosfat tamponu 1M,
2M, 3M, 4M ve 5M NaCl icerecek sekilde hazirlanmis ve titrimetrik aktivite tayinlerinde
kullanilmistir. Enzim aktivite tayinleri her molarite degeri icin lGcer numune halinde

tekrarlanmistir.

3.2.6 Kismi Saflagtinlmis Lipazin Yiizey Aktif Maddelere Karsi Direncinin

Arastiriimasi

3.2.6.1 Triton-X Varliginda Lipaz Aktivitesi

Noniyonik ylizey aktif maddelerden olan Triton X-100 ‘Un farkh konsantrasyonlarda
(%1-70 v/v) reaksiyon ortamina eklenmesinin lipaz enzim aktivitesi lizerindeki etkisi
arastirilmistir. Lipaz aktivite tayinleri, optimum degerler olarak saptanan ortam
kosullarinda gerceklestirilmistir. 15 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
spektrofotometrik aktivite tayini yapilmistir. Bitlin deneyler (¢ paralel olarak

yuratalmastir. Sonuglar rélatif aktivite olarak verilmistir (Sekil 4.19).

3.2.6.2 SDS Varliginda Lipaz Aktivitesi

Anyonik ylizey aktif maddelerden olan sodyum dodesil silfatin reaksiyon ortamindaki
varhginin lipaz aktivitesi Gzerine etkisi arastirilmistir. Bu amacla, reaksiyon ortamina
farkl oranlarda (%w/v) SDS eklenmistir. Eklenen SDS oranlari toplam reaksiyon hacmi
Uzerinden, %1, %2,5, %5 ve %10 (w/v) olmak Uzere hesaplanarak fosfat tamponu
icersinde c¢ozulmustlr. Lipaz aktivite tayinleri, optimum olarak saptanan pH ve
sicaklikta gerceklestirilmistir. 15 dakikalik reaksiyonlar sonucunda spektrofotometrik
aktivite tayini yapilmistir. SDS katilmayan 6rnek %100 aktif kabul edilerek, sonuglar

rolatif aktivite cinsinden verilmistir (Sekil 4.20).
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BOLUM 4

DENEYSEL SONUCLAR

Farkli ortam parametreleri ve yag icerikleri kullanilarak hazirlanan Brown besiyerleri,
mikroorganizma gelisimi ve lipaz aktivitesinin takibinin yapilmasi, maksimum enzim
aktivitesinin gorildigl zaman ve sarlarin tespiti amaciyla, inkiibasyon siiresi boyunca

iki ginde bir diizenli olarak gdzlemlenmis ve aktivite tayinleri gergeklestirilmistir.

Ekim isleminden sonra inkiibatore alinan besiyerlerinden, ekim islemini takiben 48 saat
sonra her iki glinde bir ayni saatte numune alinarak dizenli olarak enzim aktivitesi

tayini yapilmistir. Bu isleme her bir besiyeri icin 60 gilin siire devam edilmistir.

4.1 Lipaz Uretiminde Onemli Parametreler

Enzim aktivitesine besiyeri ortaminin etkisinin arastiriimasi amaciyla, farkh kultir
ortami kosullarinda Brown besiyerleri hazirlanmistir. Besiyerlerinde degistirilen
parametreler, tuz konsantrasyonlari, bitkisel yag cinsi, yag oranlari ve kiiltlir ortamina
eklenen farkli yag asidi ve esterleridir. Herbir parametrenin lipaz aktivitesine etkisi ayr

ayri incelenmis, asagidaki tablo ve grafiklerde gosterilmistir.

4.1.1 Tuz Konsantrasyonunun Etkisi

Enzim Uretimine ve aktivitesine tuz konsantrasyonu etkisinin incelenmesi amaciyla, tuz
konsantrasyonu 3M, 4M ve 5M olacak sekilde li¢ adet %1 oraninda zeytinyagi iceren
besiyeri hazirlanmis, besiyerleri 100 rpm ve 40°C’de inkibe edimis, her biri icin lipaz

aktivitesi 60 glin boyunca takip edilmistir. Elde edilen veriler cizelge 4.1'de verilmistir.
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Cizelge 4. 1 Besiyeri tuz konsantrasyonlarinin lipolitik aktiviteye etkisi (Unite/mL enzim)

Lipaz Aktivitesi (U/mL)

Gun 3M NacCl 4M NacCl 5M NacCl
2 0,15 0,15 0,18
4 0,39 1,14 1,58
6 0,79 0,79 2,37
8 1,58 1,58 3,16
10 2,37 1,42 2,75
12 2,37 1,58 3,16
14 2,37 2,37 2,75
16 1,58 2,85 2,37
18 2,37 3,16 2,37
20 2,37 3,95 2,37
22 2,57 3,85 2,91
24 2,91 3,50 3,05
26 2,85 3,85 3,15
28 2,95 4,53 3,41
30 3,37 3,75 3,15
32 3,25 4,05 3,14
34 3,57 3,75 3,55
36 3,85 3,75 3,78
38 3,72 3,55 3,85
40 3,85 3,15 3,35
42 3,95 3,15 3,15
44 3,72 3,15 3,28
46 3,55 3,75 4,15
48 3,45 4,23 4,25
50 2,37 1,42 0,79
52 2,96 4,55 1,58
54 3,05 4,65 3,85
56 3,55 4,73 4,34
58 3,45 4,65 4,25
60 3,55 4,73 4,34

53



(¥}

4,5 \ I’.’.\.’.
4 [ Y I\ - - jll
[ ] [ ] ./ \. < N fd

3,5 / \./ n N_ -~ _ .
3 | AL NS
-~ 3 A A 1. / m
. [N
O ’
.‘52,5 "-I.I .
£ r
< ? 1 ] /
—_
- I'\ ]
:115 N
: . [
51 \/

. --=-3M —m—4aMm
0,5 4
1’ ——5M
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman, glin

Sekil 4. 1 Besiyeri tuz konsantrasyonunun lipolitik aktiviteye etkisi (T=40 °C, N=100
rpm, pH=7,5; karbon kaynagi: zeytinyagi, degisken parametre: tuz konsantrasyonu)
Yapilan aktivite tayinleri sonucunda, tiim 6rneklerde ikinci glinden itibaren lipaz enzimi
aktivitesi tespit edilmistir. ilk 20 giin icinde hizli bir aktivite yiikselmesi gézlenmis, 30-
45 giin arasinda en yiksek degerlere ulasilmis; 50. glinden sonra énemli bir artis
gozlenmemistir. En yiksek lipaz aktivitesine 4.73 U/mL ile 4 M NaCl igeren besiyerinde
56. glinde ulasilmistir. Bunu 4,34 U/mL ile 5 M’k besiyeri, 3,85 U/mL ile 3 M izlemistir.

Optimum besiyeri tuz konsantrasyonu olarak 4 M belirlenmistir.

4.1.2 Karbon Kaynaklarinin Etkisi: Farkh Yaglar

Enzim Uretimine ve aktivitesine karbon kaynaklari etkisinin incelenmesi amaciyla,
karbon kaynagi olarak farkh yaglar iceren besiyerleri hazirlanmistir. 7 adet farkli yag
kullanilmis, ayrica kontrol amaciyla yagsiz bir besiyeri hazirlanmistir ve toplam8 adet
besiyerinden 60 giin sire ile numune alinmis, lipaz aktivite tayini yapiimistir. Aktivite

tayinlerinde titrimetrik yontem kullanilmustir.

Kullanilan bitkisel yaglar; zeytinyagi, susam yagi, aynisafa yagi, kudretnari yagi, cuha

cicegi yagi, balik yagi ve ceviz yagidir.
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Farkh yaglar iceren besiyerlerinde titrasyonla yapilan lipaz aktivite tayin sonuglari

Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4. 2 Besiyerine katilan farkli karbon kaynaklarinin (yaglarin) lipolitik aktiviteye
etkisi (Unite/mL enzim)

Gin  Yagsiz Zeytiny. Susamy. Aynisafa Kudretnari Cuhag¢. Baliky. Cevizy.

besiyeri
Aktivite, U/mL enzim
2 0,39 0,78 0,78 0,39 0,39 0,78 0,78 1,18
4 0,39 1,18 1,18 0,39 0,39 1,18 1,18 1,18
6 1,18 1,58 1,58 1,18 1,18 1,18 1,58 1,58
8 1,45 1,08 1,81 1,45 1,45 1,45 1,81 1,45
10 1,58 1,58 1,45 1,45 1,45 1,45 1,58 1,81
12 1,58 1,58 2,17 1,45 1,45 1,08 2,89 1,81
14 1,81 0,36 2,53 1,45 0,72 0,36 2,89 2,53
16 1,81 2,53 2,53 2,17 1,08 1,08 2,17 2,17
18 1,45 2,89 2,53 1,81 1,45 1,45 2,53 2,17
20 1,45 1,81 1,81 2,71 1,81 1,45 2,17 2,53
22 1,08 0,36 1,45 1,81 0,72 1,27 0,36 1,08
24 1,81 3,26 2,53 1,81 2,17 1,81 2,89 3,62
26 0,36 1,08 1,45 1,45 1,08 1,27 1,81 3,26
28 1,81 3,26 2,89 1,81 2,89 2,53 4,34 3,62
30 2,17 1,45 2,37 2,89 1,63 2,53 1,81 2,53
32 2,53 3,98 2,53 2,17 2,17 2,89 2,89 2,89
34 2,53 4,34 2,89 2,17 2,53 2,53 3,26 3,26
36 2,53 3,62 3,26 1,81 3,07 2,89 2,89 3,26
38 1,81 3,80 3,62 2,17 3,26 2,89 3,62 3,98
40 2,53 3,55 3,62 2,17 2,89 2,53 3,98 3,62
42 2,53 3,62 3,98 2,53 2,89 2,89 3,62 3,98
44 2,89 3,26 3,62 1,81 2,71 2,17 3,98 4,34
46 2,53 3,98 3,98 1,81 2,53 2,17 4,34 4,70
48 2,53 4,34 3,98 1,81 2,53 2,35 4,34 4,70
50 1,81 4,52 3,62 1,45 1,81 2,17 3,98 5,07
52 2,17 4,52 3,26 1,66 2,89 2,17 4,34 5,43
54 2,17 4,34 3,26 1,66 2,17 2,35 4,70 5,42
56 2,53 3,98 2,89 1,45 1,81 2,53 4,70 5,07
58 2,42 2,89 2,89 1,45 2,17 2,53 5,07 5,43
60 2,42 2,89 2,89 1,45 2,17 2,53 5,07 5,07
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Sekil 4. 2 Besiyerine katilan farkh yaglarin lipolitik aktiviteye etkisi [T=40 °C, N=100 rpm,
pH:7,5 ; Tuz konsantrasyonu: 4 M, degisken parametre: karbon kaynagi (yaglar)]
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Sekil 4. 3 Besiyerine katilan farkli yaglarin lipolitik aktiviteye etkisi (devami)
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Karbon kaynagi olarak yaglarin lipolitik aktiviteye etksinin karsilastiriimasi

4,52

2,89

En Yuksek Lipolitik aktiviteler, U/ml
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Sekil 4. 4 Besiyerinde karbon kaynagi olarak kullanilan farkh yaglar ile elde edilen en
yuksek lipaz aktiviteleri (U/mL) (T=40°C, N=100 rpm, pH=7,5, 4M NaCl)

Her iki aktivite tayin yontemiyle elde edilen sonuclara gore, en ylksek lipaz aktivite
degerlerine besiyerinde karbon kaynagl olarak sirasyilla ceviz yagi, balk yag ve
zeytinyag kullanildiginda ulasiimistir. Balik yagi ve ceviz yagl iceren besiyerlerinde 55.
gline kadar onemli aktivite artisi kaydedilmistir. Aynisafa ve ¢uha cicegi yaglarinin ise,
yagsiz kontrol numunesi ile karsilastirildiginda, lipaz Uretimini indlUklemedigi
anlasilmakta, dnemli bir inhibisyon etkisi gozlenmemektedir. Kudretnari da 6nemli bir
indlkleyici etki yapmamistir. En yiksek aktiviteye ceviz yaginda 52. ve 56. giinlerde

ulasiimistir.
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4.1.3 Karbon Kaynaklarinin Etkisi: Farkh Yag Asitleri ve Yag Asidi Esterleri

Cizelge 4. 3 Karbon kaynagi olarak yag asidi ve esterlerinin lipaz aktivitesine etkisi
(Unite/mL enzim)

Kontrol Tribitirin Stearik asit Oleik aist
Giin Aktivite, U/mL enzim
2 1,08 1,08 1,08 1,81
4 2,17 1,45 1,81 1,81
6 2,89 2,53 2,34 2,53
8 2,53 3,62 2,17 2,53
10 2,17 3,26 2,89 2,17
12 2,53 3,26 2,89 2,17
14 2,17 2,89 2,89 1,89
16 2,53 3,62 3,26 2,53
18 2,53 2,89 2,89 2,17
20 1,81 2,53 2,89 2,53
22 2,89 3,26 3,26 2,53
24 3,26 3,26 3,26 2,35
26 3,26 3,62 3,62 2,35
28 3,62 3,98 3,98 2,89
30 3,26 3,62 4,34 2,89
32 3,98 4,34 4,34 3,26
34 4,34 4,34 4,70 3,26
36 3,62 4,70 4,70 3,62
38 3,98 4,70 4,70 3,62
40 4,34 4,34 4,88 3,62
42 4,34 4,88 4,70 3,62
44 4,16 4,34 4,70 3,44
46 4,16 4,70 4,34 3,44
48 4,16 4,70 4,34 3,62
50 3,98 4,88 3,98 3,52
52 4,34 4,70 4,34 3,62
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Sekil 4. 5 Besiyerine katilan farkli yag asidi ve esterlerinin lipolitik aktiviteye etkisi,
(T=40 °C, N=100 rpm, pH:7.5, 4M NaCl, Karbon kaynagi: %1 ceviz yagi; degisken
parametre: karbon kaynagi olarak yag asidi ve esterleri)
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Sekil 4. 6 Besiyerlerinde karbon kaynagi olarak kullanilan farkh yag asidi ve esterleri ile
elde edilen en yliksek lipaz aktivite degerleri (U/mL) (T=40°C, N=100 rpm, pH=7.5, 4M
NaCl, %1 Ceviz yagi)

Elde edilen lipaz aktivitesi degerlerine gore, besiyeri icersine eklenen yag asidi esteri
tribltirinin ve yag asidi stearik asidin lipaz aktivitesini arttirici etki yaptigi, oleik asitin
ise lipaz Uretimini inhibe ettigi tespit edilmistir. En yliksek aktiviteye tribtirinli

besiyerinde 40. giinde stearik asitli besiyerinde ise 42. glinde ulasiimistir.
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4.1.4 Yag Derisiminin Lipaz Aktivitesine Etkisi

Cizelge 4. 4 Yag derisiminin lipaz aktivitesine etkisi, (Unite/mL enzim)

%0 %1 %2 %3 %4
Giin Aktivite, U/mL enzim

2 0,33 0,83 0,66 0,83 0,82
4 0,33 1,16 0,83 1,16 1,16
6 1,16 1,16 1,16 1,83 1,83
8 1,83 1,33 2,16 2,33 2,16
10 2,16 1,5 2,83 3,00 2,50
12 2,33 2,16 3,16 3,33 2,83
14 2,33 2,16 3,33 3,16 3,33
16 2,66 2,33 3,16 2,50 2,83
18 2,33 2,33 3,33 3,66 3,50
20 2,50 2,50 3,66 3,50 3,33
22 2,33 1,83 3,00 3,00 3,33
24 2,50 2,83 3,33 3,16 3,16
26 2,66 1,66 2,83 2,83 2,16
28 2,66 1,75 2,91 1,75 1,91
30 2,50 2,50 2,83 2,83 2,83
32 2,50 2,83 3,50 3,16 2,50
34 2,33 3,33 3,16 3,33 2,83
36 2,83 3,33 3,83 3,50 2,83
38 2,83 3,83 4,16 3,50 3,00
40 2,50 3,55 4,33 3,33 3,33
42 2,50 3,83 4,50 3,33 3,33
44 2,50 4,33 4,33 3,50 3,50
46 2,83 4,16 4,50 3,66 3,33
48 2,83 4,50 4,16 3,66 3,50
50 2,33 4,66 4,83 3,66 3,50
52 2,50 5,16 5,83 2,66 2,85
54 2,50 5,33 6,00 3,50 3,00
56 2,33 5,16 5,83 3,33 2,66
58 2,50 5,50 6,16 3,33 3,00
60 2,66 5,33 6,16 3,50 3,33
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Sekil 4. 7 Yag derisiminin lipolitik aktiviteye etkisi (T=40°C, N=100 rpm, pH=7,5 , 4M
NaCl, Karbon kaynagi: Ceviz yagi)
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Sekil 4. 8 Farkh yag derisimleriyle elde edilen en yiksek lipaz aktivite degerleri (T=40 °C,
N=100 rpm, pH=7,5, 4M NaCl, Karbon kaynagi: ceviz yag)

Elde edilen lipaz aktivitesi sonuglarina bakildiginda, en yusek lipaz aktivitesine %2 (w/v)
cevizyagl iceren besiyerinde 60. giinde ulasildigl tespit edilmistir. %3 ve %4 (w/v) yag

iceren besiyerlerinde ise lipaz aktivitesinin distigu gdzlenmistir.

Besiyeri parametrelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen deneyler sonucunda,
optimum lipaz Uretim parametreleri 4 M NaCl derisimi, karbon kaynagi olarak %2

oraninda ceviz yagi ile tribUtirin veya stearik asit olarak belirlenmistir.
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4.2 Lipazin Kismi Saflastiriimasi

Lipaz Gretim ortamindaki proteinlerin kismi saflastirilmasi icin amonyum silfat
¢Oktirmesi ve ardindan ultrafiltrasyon uygulanmistir. Amonyum silfat ¢oktirtlmesi
icin optimum doygunluk degeri deneme yanilma yontemiyle %40 (w/v) olarak
bulunmustur. Her ¢oktiirmeden sonra ¢okmeyen fraksiyonlarda protein miktar tayini
ve aktivite tayini gerceklestirilmis ve lipaz enziminin hangi fraksiyonda yogunlukla
kaldigi tespit edilmistir. %40 doygunlukla ¢Oktliirme sonucunda lipaz enziminin
¢Okmeyen faz icersinde kaldigi tespit edilmistir. Kismi saflastirmada amonyum siilfat
¢Oktirmesinden sonra uygulanan ultrafiltrasyon islemi ile molekul agirhgr 10.000'in
altinda olan protein ve diger safsizliklar uzaklastiriimis, ayrica hacim 200-250 mL’den

25-40 mL’ye dusurillerek konsantre enzim ¢ozeltisi elde edilmistir.

Ultrafiltrasyon isleminden sonra elde edilen konsantre protein ¢ozeltisinin protein
icerigi Bradford protein miktar tayini yontemi ile belirlenmis ve aktivite tayini
gerceklestirilerek spesifik aktivite degerleri saptanmistir. Kismi saflastirma sonucunda
lipolitik aktivite degerlerinin yaklasik 8 — 10 katina ¢iktig1 gortlmektedir. Saflastirmanin
bir diger avantaji da, ortam besiyeri icerikleri ve metabolik atiklardan arindigi icin

aktivite tayin yontemlerinde sik¢a yasanan bulaniklik problemi ortadan kalkmistir.

Cizelge 4. 5 Kismi saflastirma oncesi ve sonrasi lipaz aktivite degerleri ile kismi
saflastirma sonrasi protein derisimleri

Kiltir Saflastirma Saflastirma Protein derisimi  Spesifik aktivite
ortami Oncesi Aktivite Sonrasi Aktivite (mg/mL) (U/mg)
(U/mL) (U/mL)
Besiyeri 5 0,0127 0,119 0,379 0,31
Besiyeri 9 0,00827 0,061 0,891 0,19
Besiyeri 14 0,015 0,099 1,126 0,25
Besiyeri 16 0,015 0,117 1,227 0,26
Besiyeri 17 0,0173 0,175 1,546 0,32
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4.3 Optimum Sicaklik Degerinin Saptanmasi

Maksimum enzim aktivitesinin gézlemlendigi sicaklik degerinin saptanmasi amaciyla,
en yuksek lipaz aktivitesine sahip besiyerlerinden biri olan %1 zeytinyagi igerikli

Besiyeri 5’ten kismi saflastirilan enzim ile 30°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve

90°C sicaklik degerlerinde titrimetrik aktivite tayini gerceklestirilmistir.

Cizelge 4. 6 Farkli sicakliklar icin aktivite tayini sonuglari ve rolatif aktivite degerleri

Sicaklik Degeri (°C)

Lipaz Aktivitesi (U/mL)

Rolatif Aktivite (%)

30 18,53 85
40 19,66 90
45 21,75 100
50 20,83 95,7
60 13,33 61,3
70 11,86 54,5
80 9,50 43,6
90 8,83 40,6
120 -
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Sekil 4. 9 Sicaklik parametresinin lipolitik aktiviteye etkisi
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Lipaz enziminin sicakhga bagh aktivite tayini sonuglari incelendiginde, 30 - 90°C gibi
oldukga genis bir sicaklik araliginda lipaz enziminin aktivite gosterdigi gorilmektedir.
En yliksek enzim aktivitesi 45°C’de gerceklesmis, 50°C’den sonra aktivitede belirgin bir
disls goritlmustir. Ayrica 80, 90°C gibi proteinler igin ¢ok yuksek olan sicakliklarda
dahi lipaz aktivitesinin %40’ inin korundugu goérilmustir. Lipaz enziminin optimum

calisma sicakligi olarak en yiksek aktivitenin gergeklestigi 45°C tespit edilmistir.

4.4 Optimum pH Degerinin Saptanmasi

Maksimum enzim aktivitesinin gozlemlendigi pH degerinin saptanmasi amaciyla,
aktivite deneyleri spektrofotometrik yontemle farkli pH degerlerinde tampon
¢Ozeltileri icersinde, optimum sicaklik degeri olarak saptanan 45°C sicaklikta

gerceklestirilmistir.

Cizelge 4. 7 Farkli pH degerlerinde spektrofotometrik yontem ile elde edilen lipaz
aktivite sonuglari (U/mL)

pH Abs (404nm) Lipaz aktivitesi (U/mL) Rélatif Aktivite (%)
4 0,0921 0,00596 5,45
5 0,2838 0,01837 16,80
5,6 0,5192 0,03362 30,78
6 0,5810 0,03761 34,44
7 0,6121 0,03963 36,29
7,5 0,7650 0,04953 45,35
8 1,6865 0,1092 100
9 1,1070 0,07167 65,63
9,2 0,8808 0,05703 52,20
10 0,0897 0,00580 5,30
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Sekil 4. 10 pH parametresinin lipolitik aktiviteye etkisi

En yuksek lipaz aktivitesinin gorildigli pH 8 optimum pH degeri olarak belirlenmistir.
Uretilen lipaz enziminin en iyi pH 7,5 — 9,2 araliginda calistigl, bunun disinda kalan pH

degerlerinde ise aktivitenin bliylk oranda kaybedildigi belirtilmistir.

4.5 NaCl Konsantrasyonunun Lipaz Aktivitesine Etkisi

Enzimin NaCl iceren ortamdaki aktivitesini takip etmek amaciyla, farkh tuz
konsantrasyonlarinda titrimetrik  aktivite protokoli  uygulanmistir.  Aktivite
deneylerinde 1 — 5 M araliginda NaCl icerecek sekilde hazirlanan fosfat tampon

¢Ozeltileri kullanilmistir.
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Gizelge 4. 8 Farkh tuz konsantrasyonlarinda titrimetrik yontem ile dlgulen lipaz aktivite
degerleri ve rolatif aktiviteler

NacCl Lipaz aktivitesi Rolatif Aktivite
konsantrasyonu (U/mL) (%)
0 22,33 100
1M 21,33 95,5
2M 21 94
3IM 20 89,5
4 M 19,50 87,3
5M 19,33 86,5
120
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Sekil 4. 11 Farkh tuz konsantrasyonlarinin lipaz aktivitesine etkisi

Uretilen lipaz enziminin tuzlu ortamda az da olsa aktivite kaybi yasadigi tespit
edilmistir. Reaksiyon ortamindaki tuz konsantrasyonu arttikca lipaz aktivitesi
dismustir. Gergeklesen aktivite kaybi %15’i gegmediginden, enzimin 5 M gibi ylksek

tuz konsantrasyonlarinda da aktivitesini blyik oranda korudugu soylenebilir.
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4.6 Yiizey Aktif Kimyasallarinin Lipaz Aktivitesine Etkisi

4.6.1 Triton X-100 Varhginda Lipaz Aktivitesi

Triton X-100 ylizey aktif maddesinin lipaz aktivitesine etkisini incelemek amaciyla,
reaksiyon ortamina % 1 - 70 (v/v) oranlarinda Triton X-100 eklenerek
spektrofotometrik aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. Deneyler optimum sicaklik ve

pH olarak saptanan 45°C ve pH 8'de gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.9 Farkh Triton-X 100 derisimlerinde spektrofotometrik yontem ile dlgilen
lipaz aktiviteleri ve rolatif aktiviteler

Triton-X 100 Abs(404nm) Lipaz Aktivitesi Rolatif aktivite (%)
Derisimi (%) (v/v) (U/mL)

0 0,9846 0,06375 100

1 1,2570* 0,08134 127,50

5 1,0750* 0,06954 109,00
10 0,6342 0,04106 64,40
20 0,4739 0,03068 48,12
30 0,4186 0,0271 42,50
40 0,3540 0,02292 35,95
50 0,2744 0,01777 27,87
60 0,1628 0,01054 16,53
70 0,1594 0,01032 16,18

* Ornekler % oraninda seyreltilmis, sonuclar seyreltme faktéri ile carpilmistir.
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Sekil 4. 12 Reaksiyon ortamindaki Triton X-100’Un lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyon ortamina katilan %1 oranindaki Triton X-100’Un lipaz aktivitesinde %27,5;
%5 oranindaki Triton X-100'{in ise %9 oraninda bir artis sagladigi gorilmustir. %10 ve
Uzerindeki Triton X-100 derisimlerinde ise lipaz aktivtesinin blyik oranda diistigu
tespit edilmistir. %20 oranina kadar enzim aktivitesinin % 50’si korunmaktadir. %70
Triton X-100 derisimine cikildiginda enzim aktivitesinin devam ettigi, ancak aktivitede

% 84’liik onemli bir kayip oldugu goriilmektedir.

4.6.2 SDS Varliginda Lipaz Aktivitesi

Cizelge 4. 10 Farkh SDS derisimlerinde spektrofotometrik yontem ile élgilen lipaz
aktiviteleri ve rolatif aktiviteler

SDS Derisimi (%) Abs(404nm) Lipaz Aktivitesi, U/ml Rolatif aktivite (%)
0 1,3621* 0,0881 100
1 1,7971* 0,1163 132
2,5 1,4916* 0,0965 109
5 0,0383 0,0383 43
10 0 0 0
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* Ornekler % oraninda seyreltilmis, sonuglar seyreltme faktérii ile carpilmistir.
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Sekil 4. 13 Reaksiyon ortamindaki SDS’nin lipaz aktivitesine etkisi

Reaksiyon ortamina katilan %1 oranindaki SDS’nin lipaz aktivitesini %32 yulkselttigi,
%2,5 oranindaki SDS'nin ise %9 oraninda yikselttigi gorilmustiir. SDS orani %5’e
cikarildiginda enzim aktivitesinde %57’lik kayip oldugu, %10 derisimde ise enzimin aktif

olmadigi tespit edilmistir.
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BOLUM 5

SONUC ve ONERILER

Ekstremofilik organizmalar, evrim sirecindeki molekiiler adaptasyonlari ve
biyoteknolojik potansiyelleri nedeniyle bilimsel acidan bulyuk ilgi ¢cekmektedirler.
Ekstremofiller, evrimsel slire¢ icersinde karsilasilan cevresel zorluklar nedeniyle
fizyolojik modifikasyonlar gecirmis, ekstrem kosullar altinda stabil ve aktif olan
makromolekiiller sentezleyebilir hale gelmislerdir. Bu makromolekiiller, diger mezofilik
organizmalar tarafindan sentezlenenlere gore belirgin yapisal farkliliklar

gostermektedirler [72].

Lipazlar, c6ziinmeyen trigliserit substratlarina etki gostererek araylizey aktivasyonunu
katalizleyen c¢o6zlinlir enzimlerdir. Biyoteknolojik uygulamalarda onemli olan
biyokatalizorlerin basinda gelmektedirler. Endiistriyel prosesler genel olarak zor sartlar
altinda gerceklestiklerinden, ekstrem sicakliklar ve pH, ekstrem tuz konsantrasyonlari
ve organik ¢ozicilerin varligi gibi enzimatik reaksiyonlar icin elverissiz kosullarda da
aktivitelerini sirdiirebilen enzimler elde edebilmenin énemi blyulktir. Bu bakimdan,
ekstremofillerden elde edilen lipazlar, endistriyel proseslere 6nemli alternatif

¢Ozlimler sunmaktadirlar [72].

Halofilik mikroorganizmalar, tuzu seven ekstremofilik organizmalaradir ve
sitoplazmadaki ozmotik basinci dengeleyerek, vyiksek tuz konsatrasyonlarina
adaptasyon saglama yetenegine sahiptirler. Hipersalin ortamlar proteinler arasinda
elektrostatik etkilesimler olusturarak agregasyonla ¢cokmelerine, bu sekilde proteinlerin

denatlirasyonuna neden olurken, halofilik proteinler boyle ortamlarda {¢ boyutlu
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yapilarini koruyarak ¢ézlintrliklerini ve konformasyonlarini kaybetmeden aktivitelerini
surdirdrler. Bu nedenle, ekstrem tuzlu ortamlarda stabil ve aktif olan lipolitik enzimler

Uzerine yapilan karakterizasyon calismalarinin 6nemi son zamanlarda artmaktadir [72].

Archaea domaini ekstrem ortamlardaki dominant habitatlarda yasayabilen birgok asiri
termofil ve halofili kapsar. Cogu mezofilik orijine sahip o©karyotik ve bakteriyel
domainlerin Uyelerindeki ¢ok sayida lipolitik enzimin karakterize edilmesinin aksine
ektremofilik arkeonlardaki lipazlarin potansiyel avantajlarina ragmen Archaea’daki
lipazlarin arastiriimasi Uzerine oldukca az miktarda c¢alisma bulunmaktadir.
Archaea’daki lipolitik aktivite ile ilgili Gonzalez ve Gutierrez [73], Tween 20-80 ve
CaClyiceren agar-jelatin petrilerinde Halobacterium izolatlarinin lipolitik aktivitesini
gostermis fakat daha ileri karakterize etmemislerdir. Lipaz aktivitesine ait diger iki
rapor ise substrat olarak uzun zincirli triagilgliseritlerin kullanilmamasi Gzerinedir:
S.acidocaldarius’tan klonlanan enzimin triolein yerine tributirin ve pNPP hidrolize
etmesi [74] ve A.fulgidus'tan klonlanan enzimin daha kisa zincirli substratlar olan
tribltirin, trikaprilin ve p-nitrofenil kaproat [75] hidrolize etmesi gibi. Hipersalinite gibi
ekstrem kosullarda aktif ve kararli olan bazi lipolitik enzimler son yillarda bildirilmigstir
[76], [77]. Boylelikle, Hotta ve arkadaslarinin [78] “Archaea icin heniz bir lipaz

tanimlanmamistir” gézlemi hala dogrudur [77].

Bu galismada, 2004 yilinda Tirkiye Tuzkdy Tuz Madeni’'nden izole edilen (Birbir ve ark.,
2004) ve halofilik bir arkea oldugu bilinen Haloarcula hispanica 2TK2 susundan lipaz
enziminin Uretimi, enzim Uretimini tetikleyen parametrelerin etkisinin arastiriimasi,
elde edilen lipaz enziminin optimum c¢alisma kosullarinin (pH ve sicakhk) tespiti, ylksek
tuz konsantrasyonu ve yiksek sicaklik gibi ekstrem kosullara dayanikhihginin ve yiizey

aktif kimyasallara karsi direncinin arastirilmasi amacglanmistir.
Lipaz liretimi icin uygun besiyeri kosullarinin belirlenmesi

Haloarcula hispanica’dan lipaz (retiminde en uygun ortam kosullarin belirlendigi
¢alismada, mikroorganzmanin temel besin kaynaklari olan farkli tlr ve derisimdeki
karbon kaynaklari ile mikroorganizma icin yasamsal onem tasiyan farkli tuz
konsantrasyonlari denenmistir. Oncelikle tuz konsantrasyonun lipolitik aktiviteye etkisi

incelenmis, bu amacgla 3M, 4M ve 5M NaCl iceren Brown besiyerlerinde
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mikroorganizmanin gelisimi ve Urettigi enzimin lipolitik aktivitesi izlenmistir. Bu tuz
konsantrasyonu araligi literatlire paralel olarak secilmistir. Oren (2000),
Halobacteriales Uyelerinin Gremeleri icin en az 1,5 M NaCl'ye ihtiya¢c duymakta olup
suslarin ¢ogunlugunun 3,5-4,5 M NaCl konsantrasyonunda en iyi lireme gosterdigini
belirtmistir [8]. De la Haba ve arkadaslari (2011), Avusturalya’da bulunan tuzlanmis
deri 6rneklerinden izole ettikleri gram pozitif halofilik bakterilerin aerobik kosullarda
%3-25 [w/v] (0,5 — 4,3 M) NaCl bulunan ortamda yasayabildiklerini ve optimum
kosulun %7.5-12.5 [w/v] (1,3 — 2,14 M) NaCl oldugunu belirtmistir [79].Bu ¢alismada
yapilan deneyler sonucunda, en fazla lipolitik aktiviteye 4M NaCl iceren kiltlr
ortaminda ulasgiimistir. 4M (zerindeki NaCl konsantrasyonu lipolitik aktivite ve hiicre
gelisimini olumsuz etkilememekle birlikte, lipaz Gretimine dnemli bir etksinin olmadigi

tespit edilmistir.

Cahsmada kullanilan Haloarcula hispanica’nin besiyeri pH’1t 7,5 olarak secilmistir.
Boutaiba ve arkadaslari da, 2006’da asiri halofilik arkeon Natronococcus sp. strain TC6
Uzerinde yaptiklari calismada besiyeri ortaminin pH’ini1 7,5 olarak se¢mistir [77]. De la
Haba ve arkadaslari (2011) tuzlanmis deri 6rnekleri tizerinde yaptiklari calismadan elde
ettikleri halofillerin pH 5 ile 10 arasinda yasayabildigini, optimal bliiyimenin pH 7,5
oldugunu belirtmistir [79]. Daoud ve arkadaslari (2013) halotolerant bir Staphylococcus

tirinde yaptiklari calismada ortam pH’ini 7,5 olarak belirlemistir [72].

60 giin boyunca takip edilen lipaz Uretim ortamlarinda, hiicre yogunlugunun sirekli
arttigi, hiicre yogunlugundan kaynakli olarak ortam renginin giin gegtikce koyulastigi ve
20. glnden itibaren yogun turuncu bir renge sahip oldugu morfolojik olarak
gozlenmistir. Cogu halofilik arkea C50 karetenoidlerin varligindan dolayi kirmizi veya
turuncu pigmentlidir [80]. Calismada kullanilan Haloarcula hispanica 2TK2 susu da bu

ozelliginden dolayi pastel portakal izolati olarak adlandiriimistir [39].

inkiibasyonun ikinci ginii itibariyle, lipaz tiretim ortamindan alinan numunelerde lipaz
aktivitesine rastlanmistir. Genellikle ilk 20. gline kadar lipaz aktivitelerinde ciddi bir
artis gézlenmis, 20. glinden sonra bu artis yavaslamis, 45 — 50. giinlerde en yliksek lipaz
aktivite degerlerine ulasiimistir. 50. glinden sonra enzim aktivitesindeki artis

durmustur.
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Lipaz Ureten diger mikroorganizmlara kiyasla, Haloarcula hispanica’nin inkiibasyonu ve
kararli hale gelme siresi ¢ok daha uzundur. En uzun inklbasyon siiresine sahip
organizmalar 5 giin ile Pseudomonas sp., Arthrobacter sp.’dir.Lipaz kaynagi olarak en
sik kullanilan mikroorganizmalardan Bacillus sp., 96 saatlik bir inkiibasyon siiresine
sahip olup en yiiksek lipaz aktivitesine 48-72. saatler arasinda ulasmaktadir. Haloarcula
hispanica igin inkGibasyon siresinin uzun olmasi, yiksek enzim aktivitelerine ulasiimasi
icin en az 45 gine ihtiyag olmasi eknonomik agidan bir dezavantaj iken, Uretilen

enzimin stabilitesi agisindan bir avantajdir.

Mikrobiyal lipazlarin iretiminde ¢ogunlukla zeytinyagl, aycicek yagi, soya fasulyesiyagi,
susam yagi, pamuk yagi, misir yagi, yer fistigl yagi ve palmiye yagi gibi bitkisel kaynakh
yaglar denenmektedir. Yagh bir ortamda c¢ogalan mikroorganizmalar, lipaziiretme
potansiyeline sahiptir. Mikroorganizmalar yaglari karbon kaynagi olarak kullanirken bir

yandan da sindirimi saglamak igin lipaz Gretmektedir.

Sugihara 1991’de Bacillus sp.”den %1 zeytinyagl igeren kiltir ortaminda lipaz
Uretmistir. Rhodotorula glutinis’ten elde edilen hiicre disi lipazin Uretiminde palmyagi

en iyi lipid kaynagi olarak belirlenmistir [64].

Karbon kaynaklarinin lipolitik aktiviteye etkisini incelemek amaciyla farkh yag asidi
iceren bitkisel yaglar ve balik yagi eklenerek Brown besiyerleri hazirlanmistir. Daha
once yapilan calismalarda en yiksek lipaz aktivitesi saglayan zeytinyagi ve susam yagi
ile, daha 6nce denenmemis aynisafa, cuha cicegi, kudret nari, ceviz yagi ve alabalik yagi
kullanilmistir. En yiksek lipaz aktivitesine ceviz yagl ve balik yag igerikli kaltur
ortamlarinda ulasiimis (5,07 ve 5,43 U/mL), bunu 4,52 U/mL ile zeytinyag izlemistir.
Candida rugosa’dan lipaz Uretiminde yag etkisini spektrofotmetrik yontem ile
inceleyen farkli bir calismada, en yiksek lipaz aktivitesine %1 soya yagi (0,012 U/mL) ve
%1 susam yagi (0,01 U/mL) ile ulasiimistir. Zeytinyagi ile elde edilen en yuksek lipolitik
aktivite 0,004 U/mL olmustur [81]. Candida rugosa ile yapilan bu calismada da en

yuksek lipaz aktivitesine %1 zeytinyagi varliginda (0,0254 U/mL) rastlanmistir [82].

Ucucu bir yag olan aynisafa yaginin lipaz Uretimini tetiklemedigi, hlicre gelisimine

olumsuz etki yaptigi gbzlenmistir. 20. glinden sonra aynisafa yagi iceren besiyerinin sari

73



renk verdigi gozlemlenmistir. Ayni sekilde c¢uha gicegi yaginin da lipaz Uretimini

tetiklemedigi, ancak hiicre gelisiminin devam ettigi tespit edilmistir.

En dusuk lipaz aktivitesine yag eklenmeyen besiyerinde rastlanmistir (2,89 U/mL).
Mikroorganizmanin yagsiz ortamda da lipaz enzimi Urettigi, ancak kiltir ortamina
eklenen vyaglari karbon kaynagi olarak kullanmak amaciyla mikroorganizmanin yag
sindirimine yonelik lipaz enzimini daha fazla salgiladigi séylenebilir. Lipazin ceviz yagi ve
balik yagi iceren ortamda maksimum aktiviteyi géstermesine dayanarak, Haloarcula
hispanica ‘nin Omega-3 yag asitleri iceren ortamda daha aktif olarak enzim {rettigi

séylenebilir.

Besiyerlerine katilan yag derisiminin etkisini incelemek amaciyla, en yiksek lipolitik
aktivitenin gozlendigi tuz konsantrasyonu olan 4 M NaCl ve en yiksek aktivitenin
gorildugli karbon kaynagi olan ceviz yagi kullanilarak, %1, %2, %3 ve %4 ceviz yagi
iceren ve bir de kontrol amaciyla yag icermeyen Brown besiyerleri hazirlanmis, 2 ay
boyunca lipolitik aktivitesi analiz edilmistir. En yiksek lipaz aktivitesine %2 ceviz yagi
iceren besiyerinde ulasiimis (6,16 U/mL), daha yiksek yag derisimlerinin ise lipaz
Uretimini daha fazla tetiklemedigi tespit edilmistir. %3 ve %4 ceviz yagl derisimiyle
ulasilan en yuksek lipolitik aktiviteler sirasiyla 3,66 ve 3,33 U/mL’dir. %1 yag orani ise,
%3 ve %4 ‘e gore daha ylksek bir aktivite saglamaktadir (5,33 U/mL). En dusik lipaz
aktivitesine yagsiz besiyerinde rastlanmistir (2,83 U/mL). Debaryomyces hansenii
mayasiyla yapilmis ve bitkisel yaglarin derisimlerinin lipaz Uretimine etkisinin
spektrofotometrik yontemle incelendigi bir calismada, %0.5, %1 ve %2 derisimlerinde
susam yagi kullanilmig, en iyi lipolitik aktiviteye %1 susam yagi iceren Uretim ortaminda
rastlanirken (0,01 U/mL), %1.5 yag derisiminin substrat inhibisyonuna neden olarak

aktiviteyi dtstrdtgi (0,002 U/mL) tespit edilmistir [81].

Karbon kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisini incelmek amaciyla yag asidi esteri
tribltirin ile yag asitleri stearik asit ve oleik asit besiyerlerinde kullanilmistir. %1 ceviz
yagl derisimi ile optimum tuz konsantrasyonu olan 4M NaCl iceren Brown besiyeri
icinde lretim yapilmistir. Kontrol amaciyla icersine yag asidi ve esteri eklenmeyen %1

ceviz yagh numunede ulasilan en yuksek lipaz aktivitesi 4,34 U/mL iken, tribltirin ve
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stearik asidin lipaz Uretimine 6nemli bir etkide bulunmadigi (4,88 U/mL), oleik asidin

ise inhibisyon etkisi yaptigi (3,62 U/mL) tespit edilmistir.
pH faktoriiniin lipaz aktivitesine etkisi

Lipaz enzimlerinin aktivite gosterdikleri pH bakteriyel, maya ve fungi kaynakli olup
olmadiklarina goére farkhlik gostermektedir. Bakteriyel kaynakli olan lipazlardan
Pseudomonas ve Staphylococcus lipazlarinin aktif oldugu pH degeri 8 ile 6.5
arasindadir. Chromobacterium ve Bacillus lipazlarinin aktivitesinin oldugu pH degeri ise
yaklasik 7’dir. Maya kaynakh olan lipazlardan Candida tirlerinin lipaz aktivitesi
gosterdigi pH degeri 6.1 ile 7.5 arasindadir. Fungal kaynakh olan lipazlardan Penicillium
lipazlarinin aktif oldugu pH degeri 4’tlir [83]. Haloarcula hispanica 2TK2'den
saflastirilan lipaz enziminin pH kararliigl incelendiginde ise, en ylksek aktivitenin
goruldiigi pH 8 optimum pH degeri olarak belirlenmistir. Uretilen lipaz enziminin en iyi
pH 7,5 — 9,2 araliginda ¢alistigl, bunun disinda kalan pH degerlerinde ise aktivitenin
bliyik oranda kaybedildigi tespit edilmistir. pH 8-9 araliginda 15 dakika inkibasyon
sonrasinda aktivitesinin %50’den fazlasini korudugu gorilmistiir. Ancak pH 6 ve 7’de
bu oran %30’lara diserken pH 5 ve 4’te bilylk oranda aktivitesini yitirerek sirasiyla
%16,8 ve %5,45’e dismistir. Enzimin optimum pH’inin 8 olmasina ragmen pH 5,6'da
15 dakika inkiibasyon sonrasinda aktivitesinin %69,22’sini kaybetmesi dikkat gekicidir.
Liu ve arkadaglari 2011 yilinda yaptiklari bir ¢galismada Burkholderia sp. C20 susundan
elde edilen lipazin optimum aktivite kosullarinin 55 °C'de pH 9,0’'da 12 dakikalik
inklibasyon sonrasinda elde edildigini belirtmistir [84]. Daoud ve arkadaslari (2013)
halotolerant bir Staphylococcus Uzerindeki calismalarinda maksimum aktivitenin
zeytinyaginda 45°C'de pH 8,0’da gerceklestigini rapor etmesi sonucglarimizla paralellik

gostermektedir [72].

Gutarra ve arkadaslarinin (2009) yaptiklari mezofilik bir fungus olan Penicillium
simplicissimum’den lipaz Uretimi ¢calismasinda ham lipazin pH 5-6 araliginda maksimum
aktivite gosterdigi; optimum sicakliginda (50°C) aktivitesinin %50’sini korudugu
gorulmustir [85]. Bu sonuc¢ Haloarcula hispanica 2TK2'den saflastirilan lipaz enzimi ile

karsilastirildiginda; enzimin 45°C’de yapilan inkiibasyon sonrasinda pH 8-9 araliginda
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aktivitesinin %50’den fazlasini korudugu pH 8’de maksimum bagil aktivite gdstererek

alkali pH’1 tercih ettigini gostermektedir.
Sicakhik faktoriiniin lipaz aktivtesine etkisi

Cahsmada kullanilan lipaz enzimine sicakligin etkisini incelemek tzere, en yiksek lipaz
aktivitesine sahip besiyerlerinden biri olan %1 zeytinyagi icerikli Besiyeri 5'ten kismi
saflastirilan enzim ile 30°C, 40°C, 45°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C ve 90°C sicakliklarda
titrimetrik aktivite tayini gerceklestirilmistir. Sonuclar 30 - 90°C gibi olduk¢a genis bir
sicakhk arahginda lipaz enziminin aktivite gosterdigi gortlmektedir. En yliksek enzim
aktivitesi 45°C'de gerceklesmis, 50°C’den sonra aktivitede disus gordlmistir. Ayrica
80, 90°C gibi proteinler icin cok yiksek olan sicakliklarda dahi lipaz aktivitesinin
%40’ Inin korundugu gorilmustir. Lipaz enziminin optimum c¢alisma sicakligl olarak en
yuksek aktivitenin gergeklestigi 45°C tespit edilmistir. Daoud ve arkadaslari (2013)
halotolerant bir Staphylococcus ile yaptiklari ¢alismada lipaz enziminin 25-55°C
arasinda aktif oldugu ve maksimum aktiviteye 50°C’de ulastigini belirtmistir.
Gahsmalarinda kullandiklari mikrobiyal lipaz 25-35°C arasinda %100 rolatif aktiviteye
sahipken 35°C (izerinde aktivite kaybina ugrayarak 60°C’'de tim aktivitesini yitirmistir
[72]. Bhatnagar ve arkadaslarinin (2005) bir Natronococcus tiirinin identifikasyonu
icin yaptiklari ¢alismada, bu halobakterinin optimum lipolitik 6zelligini 40°C’'de
gosterdigini rapor etmistir [86]. Haloarcula hispanica 2TK2'den saflastirilan lipaz,
70°C'de %54,5, 80°C'de %43,6 ve 90°C'de %40,6 rolatif aktiviteye sahiptir ve bu
Ozelligiyle literatlirde belirtilen diger lipazlara gore daha kararh bir vyapi

sergilemektedir.
Tuz konsantrasyonun lipaz aktivitesine etkisi

Haloarcula hispanica 2TK2’den kismi olarak saflastirilan lipaz aktivitesine tuz
konsantrasyonunun etkisini belirlemek icin 0-5 M NaCl konsantrasyonlarinda
hazirlanan fosfat tampon cozeltileri kullanilarak gerceklestirilen titrimetrik aktivite
protokoll kismi saflastirilan enzimin canlilar icin lethal olan tuz konsantrasyonlarinda
aktif oldugunu gostermistir. En yiiksek aktiviteyi tuz icermeyen ortamda gosteren
enzim 1M NacCl varliginda %95,5, 2M NaCl varliginda %94, 3M NaCl varliginda %89,5,
4M NaCl varliginda %87,3 ve 5M NaCl varliginda ise %86,5 rolatif aktivite gostermistir.
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Daoud ve arkadaslari (2013) da 0-5M arasindaki tuz konsantrasyonlarinda inceleme
yapmis, inceledikleri halotolerant Staphylococcus’un ekstraseliiler lipazinin optimal
aktivitesinin tuzsuz ortamda oldugunu ve 5M NaCl konsantrasyonunda rolatif
aktivitesinin %25’ten fazla oldugunu rapor etmistir [72]. Bu bulgularin aksine Boutaiba
ve arkadaslari (2006) asiri halofilik archaeon Natronococcus sp. TC6 susuna ait lipaz
Uzerinde yaptiklari galismada tuz bulunmayan ortamda lipaz aktivitesi elde edemezken
tuz miktar arttikga rolatif aktivite artmis ve 4M NaCl varliginda en yuksek rolatif
aktiviteye ulasilmis, 5M NaCl varliginda ise enzim %25 aktivite kaybina ugramistir [77].
Sonuglar gostermektedir ki Haloarcula hispanica 2TK2 lipazi tuz konsantrasyonu
acisindan daha kararh bir yapiya sahiptir. Bu 6zellik, biyoteknolojik olarak ilgi cekicidir
ve farkl tuz konsantrasyonlarinda gercgeklestirilen enddstriyel prosesler s6z konusu

oldugunda bu lipazin kullanilabilecegini gdstermektedir.
Lipazin yiizey aktif maddelere karsi direnci

Gahsmada kismi olarak saflastirilan lipaz enzimine ylzey aktif ajanlarin etkisini
belirlemek Uzere noniyonik bir ylzey aktif madde olan Triton X-100 ve anyonik bir
ylizey aktif madde olan SDS ile calisiimistir. Haloarcula hispanica 2TK2’den kismi olarak
saflastirilan lipazin; %1’lik Triton X-100 varhginda aktivitesinde %27,5 artis
gozlenmistir. %20’lik Triton X-100 varhginda enzimin aktivitesinin yaklasik %50’sini
korudugu, oldukca derisik olan %70 Triton X-100 varhiginda ise %16,18 aktivite
gosterebildigi analiz edilmistir. Reaksiyon ortaminda %1 oranindaki SDS varliginda lipaz
aktivitesinin %32 arttigi, %2,5 oranindaki SDS varliginda %9 arttigi gorilmustiir. SDS
orani %5’e ¢ikarildiginda ise enzimin aktivitesinin %43’lUnu korudugu, %10 derisimde

ise enzimin aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir.

Daoud ve arkadaslarinin (2013) halotolerant bir Staphylococcus tirinin ekstraseliiler
lipazi Gzerinde yaptiklari calismada Triton X-100'(in lipaz aktivitesini glicli bicimde
inhibe ettigi gosterilmistir [72]. Bu verilere gére Haloarcula hispanica 2TK2 lipazi ylizey
aktif madde karsisinda literatlrdeki benzerlerinden daha kararl oldugunu géstermistir.
Literatlrde bazi lipazlarin ortamda deterjan bulunmazken substrat olarak trigliseritler
kullanildiginda aktivitelerini yitirdigini belirtmektedir [87], [88], [89], [90]. Bu geri

donissuz denatlrasyona yag/su araylzeyindeki yliksek enerji sebep olmaktadir [87].
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Ortama Triton X-100 gibi deterjanlarin (amfofil) eklenmesiyle yag/su ylzeyindeki
gerilim diser ve bazi durumlarda lipazlarin yizeyler arasi denatlirasyonu engellenmis
olur [87]. Deterjanlarin bircok tlirden lipazi glicli bicimde inhibe ettigi bildirilmistir
[87]. Bu galismada kullanilan halofilik lipaz %1’lik Triton X-100 varhginda aktivitesini
arttirmasi ve %70 Triton X-100 konsantrasyonunda bile aktivite gostermeye devam
etmesi nedeniyle literatlirde bildirilen lipazlardan daha kararli bir yapi géstermistir.

Deterjan gibi temizlik maddelerinin bilesiminde kullanilmaya gliglt bir adaydir.
Gelecek perspektifleri, oneriler

Tim sonuglar goéz onitinde bulunduruldugunda Haloarcula hispanica 2TK2’den kismi
olarak saflastirilan lipazin termostabil ve halotolerant oldugu, mikrobiyal kaynakli
turlerine goére daha Ustlin Ozellikler gosterdigi gorilmuistir. Bu dogrultuda basta
deterjan ve diger temizlik Grlinlerinin Uretimi olmak Uzere sanayide bircok alanda
kullanilabilecegi 6ngoériilmektedir. ileriki ¢alismalarimizda enzimin saflastirilmasi ile
molekil agirhgr ve izoelektrik noktasi gibi enzim karakterizasyonunda gerekli diger

unsurlarin da belirlenmesi ve enzimin immobilizasyonu planlanmaktadir.
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