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OZET

Geobacillus stearothermophilus AH22 BAKTERISi MEMBRANINA BAGLI LiPAZIN
KARAKTERIZASYONU

Engin ISKENDER

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Barbaros DINCER

Lipazlar veya diger adiyla triacilgliserol agilhidrolazlar (E.C. 3.1.1.3), lipid iceren atik sularin
enzimatik degradasyonunda, organik sentez tepkimelerinde, deterjan sanayinde, tekstil
sanayinde, biyosiirfaktanlarin sentezinde, kagit iiretiminde, farmasoétiklerde, agrokimyasal
(tarim kimyasi) endiistride, pestisitlerde, gida endiistrisinde, siit endiistrisinde, kozmetiklerde,
oleokimyasal endiistride, deri gibi bir¢cok endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Bu
calismada Geobacillus stearothermophilus Ah22 membranina bagl lipaz iiretebilme kapasitesi
belirlenerek, lipazi en iyi iiretebilecegi ortam tespit edildi. Uretilen membrana bagh lipazin en
iyi aktivite gosterdigi pH, sicaklik gibi bazi parmetreler belirlendikten sonra, p- Nitrofenil
asetat (pNFA), p-Nitrofenil biitirat (pNFB), p-Nitrofenil oktaonat (pNFO), p-Nitrofenil laurat
(pPNFL) substratlart varhiginda K, ve Vs degerleri olan kinetik verileri elde edildi. Ah22
membrana bagh lipazin en yiiksek aktiviteyi ¢alismada kullanilan substralarmin varliginda pH
9,0’da ve diisiik karbon zincirli yag asidine sahip substratlar1 20-40 °C’de, uzun karbon zincirine
sahip substratlarm ise 50-60 °C’de gosterdigi tespit edildi. Vmaks/Km (dk'l) oranlarina
bakildiginda 0,068 orami ile en iyi etkilestigi substrati pNFB olurken bunu sirasiyla pNFL,
PNFO ve pNFA takip ettigi belirlendi. Ayrica liyofilizasyon yontemiyle kurutulan hiicreler toz
haline getirildikten sonra da lipaz aktivitesini gosterdigi gozlendi. Ancak tekrar kullanim
acisindan yas hiicrelerin toz halindeki hiicrelere oranla daha verimli oldugu belirlendi. Ah22
memebrana bagli lipazin aktivitesinin anyon ve katyonlar varlifinda fazla degismedigi, ancak

deterjanlar ve B-ME varliginda kayda deger oranda azladig tespit edildi.

2019, 57 sayfa

Anahtar Kelimeler: Geobacillus, stearothermophilus, Lipaz, Membran.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF LIPASE BOUND TO MEMBRANE OF Geobacillus
stearothermophilus AH22 BACTERIA

Engin ISKENDER

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Barbaros DINCER

Lipases, also known as triacylglycerol acylhydrolases (EC 3.1.1.3), are used in many industrial
applications such as in enzymatic degradation of lipid-containing effluents, organic synthesis
reactions, detergent industry, textile industry, synthesis of biosurfactants, paper production,
pharmaceuticals, agrochemical (agricultural chemistry) industry, pesticides, food industry, the
dairy industry, cosmetics, oleochemical industry and leather. In this study, the capacity to
produce the Geobacillus stearothermophilus Ah22 membrane-bound lipase and the best the
medium with which lipase could be produced was determined. Following of determination of
certain parmeters such as pH and temperature, where the produced membrane-bound lipase
exhibits the best activity, the kinetic data as Km and VVmax were obtained in the presence of p-
Nitrophenyl acetate (pNFB), p-Nitrophenyl octaonate (pNFO) and p-Nitrophenyl laurate
(PNFL) substrates. The highest activity of Ah22 membrane-bound lipase was found at pH 9.0 in
the presence of the substrates, at 20-40 °C in substrates with low carbon chain fatty acid and at
50-60 °C in substrates with long carbon chain. In terms of Vmax / Km (min™) ratios, pNFB was
the most effective substrate with 0.068, followed by pNFL, pNFO and pNFA. In addition, it was
observed that the cells dried by lyophilisation showed lipase activity after they were pulverized.
However, in terms of re-use, it was determined that wet cells were more efficient than powdered
cells. 1t was found that the activity the Ah22 membran-bound lipase had not changed much in
the presence of anions and cations, but decreased significantly in the presence of detergents and
B-ME.

2019, 57 pages

Keywords: Geobacillus, stearothermophilus, Lipase, Membrane.
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1. GENEL BIiLGIiLER
1.1. Giris

Giliniimiizde ¢evre duyarliligi, dogal yasam ve dogal iiriin kullanim1 giderek artan
bir ihtiyag olmaktadir. Bu ihtiyaglarin karsilanabilmesi i¢in insanoglu daha temiz
teknolojilere yonelmektedir. Bu teknolojiler hem ¢evreye ve dogaya verilecek zarari en
aza indirgemeyi hem de Ozellikle insan ve canli sagligini her seyin istiinde tutmaya

yoneliktir.

Giliniimiiz kosullarinda artan tilketim ve buna bagli olarak artan {retim
ihtiyaglarini karsilamak igin ¢esitli kimyasal siirecler izlenmektedir. Ancak izlenen bu
kimyasal siiregler gesitli olumsuzluklar da (uzun zaman alma, organik temelli olmama,
siire¢ sirasinda istenmeyen yan tirtinler olusumu veya diisiik verim gibi) icermektedirler.
Endiistride yaklagik 50 yildir aktif bir sekilde kullanilan enzim adi verilen biyolojik
katalizorler bu siirecler icerisinde Onemli bir avantaj saglamis durumdadirlar.
Gilinlimiizde beyaz, kirmizi ve yesil biyoteknoloji uygulamalar1 s6zkonusudur. Enzim
iiretimi, beyaz biyoteknoloji olarak isimlendirilen simifta yer alir ve ¢esitli endiistriyel
proseslerde dogal uygulamalar olarak kullanilir. Beyaz biyoteknoloji uygulamalart,
kirmizi  (medikal) ve yesil (tarimsal) biyoteknoloji uygulamalarindan farkli olarak
karsimiza c¢ikmaktadirlar. Bu teknoloji ¢evreye ve ekonomiye iyi imkanlar sunma
avantaj1 saglarlar. Beyaz biyoteknolojide yiiksek enerji verimliligi amaclanmis, ham
materyal tiiketimi ve CO; emisyonlar1 6nemli derecede azaltilmis ayrica iiretim maliyeti

de genellikle diisiiriilmiistiir (Ratledge ve Kristiansen, 2006).

Ustdiizeyde organize olmus kimyasal tepkimeler hayatin  temelini
olusturmaktadirlar. Fakat bu tepkimelerin ¢cogunlugu hayati devam ettirecek kadar hizli
meydana gelmemektedirler. Hayatin devami enzimlerin fizyolojik ortamlarda
gerceklesen kimyasal tepkimelerin hizlarmi 10*°-10" kat arttirmas: ile saglanmaktadir.
Enzimler; karbon, oksijen, hidrojen, azot ve kiikiirtten olusan, protein yapil
molekiillerdir. Enzimler canli yapilarinda olusan ¢ok sayidaki reaksiyonun 6zgiilliigiinii

degistirmeden hizlarini diizenlerler (Ekinci, 2015).



Biyokimyasal katalizér olan enzimlerin kullanilmasinin énemli bazi avantajlar1 su

sekilde 6zetlenebilir;

1. Enzim Katalizli tepkimelerde yan {irin olusmaz, verim %100’¢ yakin bir
orandadir ve tepkime hiz1 kimyasal katalizorlerle gerceklestirilen tepkimelere gére daha

yuksektir.

2. Enzimler pH 5-8 arasinda, oda sicakliginda ve atmosferik basinglarda aktivite

gosterirler.

3. Enzimler enantiyosegimlilik, kemosecimlilik, diastereose¢imlilik  gibi

secimlilik gosterirler.

4. Enzimler spesifiktirler. Sadece bir substrata veya ayni fonksiyonlu grubu olan
substrat serisine kars1 etkilidirler. Molekiil yapis1 yakin olsa bile bunun digindaki

maddelere karsi etkinlik gostermez.
5. Dogal substratlarla sinirli degildirler ve organik bilesiklere de uygulanabilirler.

Giliniimiizde yapilan g¢alismalarla enzimlerin yap1 ve tepkime mekanizmalari
aydimlatilmis bu sayede enzimler; gida, ilag, kozmetik, tekstil, kagit, temizlik iirlinleri
gibi c¢esitli endiistriyel uygulamalarda, iiretim amacgli ¢esitli tepkimelerin
katalizlenmesinde ve fizyolojik rahatsizliklarin tedavisinden tiptaki tani caligmalarina

kadar varan yeni bir¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir (Bailey ve Ollis, 1986).

Enzim konusundaki gelismeler 1897°de Biichner’in canli maya hiicrelerinden ilk
aktif enzimi ekstrakte etmeyi basarmasi ile baglamistir. Biichner’in bu caligmasiyla
enzimlerin katalitik aktivitelerini iginde bulunduklar1 hiicrelere bagli kalmaksizin
degisik ortamlarda da devam ettirebildikleri gosterilmistir. 1926 yilinda Sumner
enzimlerin protein yapisina sahip oldugunu ortaya ¢ikarmis ve ilk enzim saflastirma

olayini saglamistir (Geminos ve Greenfield, 1978).

Endiistriyel amacli olarak hemen her alanda yaygin olarak kullanilmakta olan
enzimler genellikle mikroorganizma kokenlidirler. Bunun baslica sebepleri arasinda;

mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerin bitki veya hayvansal kdkenli enzimlere

2



gore katalitik aktivitelerinin ¢cok yliksek olmasi, tepkime sirasinda istenmeyen yan iiriin
olusturmamalari, daha kararli ve ucuz olmalari, siirekli ve fazla miktarda
tiretilebilmeleri sdylenebilir. Enzim {iretici mikroorganizmalarin se¢imi yapilirken
sadece enzim iiretme yeteneklerine degil, toksik ve patojen olmamalarma da dikkat
edilmektedir (Coban, 2009). Zamanimizda 4000 civarinda enzim tanimlanmis ancak

bunlardan yaklasik 200 kadar1 endiistriyel amagclar i¢in kullanilmaktadir (Ekinci, 2015).

Enzimlerin endiistriyel, analitik ve tibbi alanlaraki uygulamalar1 her gecen giin
ivme kazanmaktadir. Enzimlerin katalizleme potansiyelleri sadece analitik amagclar icin
degil ayn1 zamanda sentetik amaclar ve modifikasyonlar i¢in de degerlendirilmektedir.
Bu kapsamda basta gida sektorii olmak iizere, ilag¢ sanayi, kimya sanayi, deri ve tekstil
sanayi gibi birgok sanayi dalinda enzimler genis uygulama alanlarina sahiptirler. Uygun
ve yeterli sartlarin olusturulmas1 durumunda etkilerini géstermeye devam edebilmeleri
enzimlerin dogal ortamlarinin disindaki pek ¢ok alanda kullanilabilmelerine olanak
saglamaktadir. Endiistriyel amaclh olarak kullanilan enzimlerin yaklasik % 30-35’1
deterjan endiistrisinde, %20-251 nisasta ile ilgili alanlarda, % 20°si siit ve siit tirtinleri
endiistrisinde kullanilmaktadir. Enzimlerin; bira, meyve, sarap, unlu mamuller, tekstil,
kagit, deri ve yem sanayinde kullanilan her alanin yaklasik % 1-5 arasinda bir pay1

bulunmaktadir (Telefoncu, 1995).

Endiistriyel enzimlerin bircogu (yaklasitk %75’1) hidrolitik etkiye sahiptir.
Hidrolazlar, ¢ok genis substrat spesifikligi gdsteren bir enzim sinifidir. Hidrolazlar
peptidleri, amidleri, esterleri ve trigliseritleri hidrolizleyebilirler. Hidrolazlarin iki
biiylik sinifi olan lipazlar (EC 3.1.1.3, triagilgliserol hidrolazlar) ve esterazlar (EC
3.1.1.1, karboksilester hidrolazlar) endiistriyel uygulama potansiyeli yliksek olan
onemli biyokatalizorlerdir. Bununla birlikte lipolitik enzimler (lipazlar ve esterazlar),
hem hidroliz hem de sentez reaksiyonlarini katalizleyebilmektedirler (Sharma vd.,
2001). Endiistriyel enzim pazarinda biiyiik bir paya sahip olan hidrolitik enzimler i¢inde
yer alan lipazlar, endiistriyel uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmalariyla karsimiza
cikmaktadirlar (Jaeger vd., 1994; Pandey vd., 1999). Lipazlarin Kkatalizledigi
reaksiyonlar, metabolik reaksiyonlara benzedigi i¢in kimyasal reaksiyonlara gore daha

cevre dostudur denilebilir (Simsek, 2017).



Lipaz enzimi endiistriyel uygulamalarda; lipid iceren atik sularin enzimatik
degradasyonunda, organik sentez tepkimelerinde, deterjan sanayinde, tekstil sanayinde,
biyosiirfaktanlarin sentezinde, kagit iiretiminde, farmasétiklerde, agrokimyasal (tarim
kimyasi1) endiistride, pestisitlerde, gida endiistrisinde, siit endiistrisinde, kozmetiklerde,
oleokimyasal endiistride, deri endiistrisinde siklikla kullanilmaktadirlar (Jaeger vd.,

1994; Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Sharma vd., 2001; Gupta vd., 2004).

Lipazlar veya diger adiyla triagilgliserol agilhidrolazlar (E.C. 3.1.1.3) fiziksel ve
endistriyel agidan onemli olan uzun zincirli triagilgliseitlerin (10 C’lu <) sulu
fazla organik faz arayiiziinde; diagilgliseritlere, monoagilgliseritlere, gliserol ve yag
asitlere pargalanmasini katalizleyen ve bir¢ok ortamda bulunan enzimlerdir (Brockman
vd., 1988 ; Verger, 1997; Thomson vd., 1999). Lipazlarin diisiik su konsantrasyonlarinda
hem ester sentezi hem de transesterifikasyon reaksiyonu Kkatalizleyebilirler. Yani
glinlimiizde lipazlarin tersinir bir 6zelligi de oldugu c¢ok iyi bilinmektedir (Saxena

vd., 1999; Gupta vd., 2004 ) (Sekil 1).

|
0) NN OH

0 + 3H,0 == oH + 3 Ho-Jj\/\/\/\

9]

(,J\/\/\/\

Triagilgliserol Gliserol Yag Asidi

OH

Sekil 1. Lipazlarin katalitik etkisi. Bir trigliseridin, gliserole ve yag asitlerine hidroliz
edilmesi veya tersinir reaksiyon ile gliserol ve yag asitlerinden trigliseritler
sentezlenmesi (Jaeger ve Reetz, 1998).

Lipazlarin misel, kii¢iik kiimeler veya emiilsiyon halindeki ¢dziinmeyen uzun
zincirli yag asidi esterlerinin hidrolizini katalizleme kabiliyetleri onlar1 diger
cOziinmeyen esterlere tercihen ¢oziiniir esterlerin hidrolizini katalizleyen esterazlardan
ayirir (Macrae, 1983). Lipazlar dogal substratlarinin yanisira enantiyo ve bolgesel segici
olarak biiylik oranda dogal olan ve olmayan esterlerin sentezini de katalizleyebilirler
(Schmidt-Dannert, 1999). Lipazlar triagil gliserol molekiiliine gelisigiizel veya
pozisyona bagli olarak etki edebilmektedirler (Marangoni ve Rousseau, 1995). Spesifik
olmayan lipazlar triacilgliserolleri biitiin pozisyonlarda smirli sayida katalizlerler.
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Bunun yanisira, bolgesel segici lipazlar (6rnegin 1,3-spesifik lipazlar) endiistri
uygulamalarinda 6rnegin yapisal yaglarin iiretiminde tek fonksiyonel 6zelligi sayesinde
biiyiik bir dneme sahip olmaktadirlar (Sonnet ve Gazzillo, 1991). Bdlgesel secici
lipazlar kimya, ilag, kozmetik ve deri endiistrisinde biiylik 6neme sahiptirler (Iwai ve
Tsujisaka, 1984). Enzimlerin ozellikle de lipazlarin hidrolitik veya sentetik kiral
katalizorli olarak kullanilmasinda ilging bir artis gézlenmektedir (Hou ve Johnston,
1992). Enantiyo segici lipazlar c¢esitli kiral bilesiklerin biyosentezi igin
kullanilabilirler (Shen vd., 2000; Kim vd., 2002; Qian ve Xu, 2004). Ornegin lipazlar;
antikanser ve diger kemoterapik ajanlar i¢in kullanilan kiral ara maddelerin sentezinde

kullanilmuglardir ( Patel vd., 1996).

Lipazlar sadece sulu ortamlarda degil susuz organik ¢doziiciilerde de aktivite
gostermektedirler. Bu 6zellikleri lipazlarin daha c¢ok organik sentez tepkimelerinde
biyokatalizor olarak kullanilmalarina imkan saglamaktadir. Lipazlar1 gostermis oldugu
normal hidrolitik etki, organik ortama az miktarda su eklenerek kontrol altina alinip,
esterlesme ve interesterlesme tepkimelerinde etkili bir biyokatalizér olarak

kullanilmaktadir (Klibanov, 1990; Margolin, 1993; Vulfson, 1994).

Lipazlar, genis bir substrat spektrumuna sahip olup, ekstrem sicaklik ve pH
sartlarinda etkinlik gOsterebilme, organik ¢oziiciilere karst yiiksek kararlilik
sergileyebilmesinden dolayr onemli biyokatalizorler arasinda yer alirlar. Termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar mezofilik mikroorganizmalardan elde edilen
lipazlara gore daha yiiksek termal kararliga sahiptirler (Nawani ve Kaur 2000). Bu
nedenle termofilik bakterilerden enzim izolasyonuna, karakterizasyonuna ilgi giin

gectikce giderek artmaktadir.

Bu calismada kullanilan ¢alisma materyali yeni bir termofilik bakteri olan
Geobacillus Stearothermophilus Ah22 Susu Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii arastirmacilart tarafindan Erzurum Ilica
Ilge’sindeki kaplicalardan izole edilmistir. Ayrica bu bekteriden elde edilen hiicre ici
lipaz kismen saflagtirillmis ve karakterize edilmistir (Adigiizel vd., 2009). Ancak bu
hiicrenin membrana bagli hiicre dis1 lipaz da iirettigi belirlenmis ve ¢alismada bu lipazin

iretilmesinin arttirilmasi1 ve karakterize edilmesi hedeflenmistir. ~ Bununla birlikte
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lipazin kullanildig1 endiistri alanlarina, saflastirma ve immobilizasyon islemlerine gerek
kalmadan alternatif, ucuz ve pratik kullanima sahip, termofilik enzim kaynagi

olusturulmasi amaclanmuistir.

1.2. Lipazlar ve Ozellikleri

Lipazlar, ilk olarak 1834’de Eberle ve 1856’da Bernard tarafindan pankreastan
elde edilmis olup amilaz ve proteaz enzimleri ile birlikte, bilinen ilk {i¢ ana sindirim
enziminden biri olmustur (Hou, 2002). Lipazlar, enzim siniflandirma sisteminde
sirasiyla hidrolazlar (E.C.3), ester baglarin1 parcalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester
hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢cinde yer almaktadirlar.

Lipazlar (E.C. 3.1.1.3), ¢esitli okaryotik hiicreler de dahil olmak tizere pek ¢ok
farkli mikroorganizma tarafindan iiretilebilen ve o/Bhidrolaz siiper ailesinin, uzun
zincirli agilgliserol sentez ve hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen, karboksil ester
hidrolazlardir. Lipazlarin molekiil boyutlar1 tiplerine gore degisiklik gostermekle
birlikte, 19,4 kDa kadar kiigiik boyutlu lipazlarin bulundugu ve ayrica her bir alt birimi
yaklagik 50 kDa olan 300 kDa’dan daha biiylik oligomerik yapiya sahip lipazlarin
bulunabilecegi cesitli arastirmalar sonucunda raporlanmistir ( Kawasaki vd., 2002).
Gliniimiizde 8 lipaz enzim smifi tanimlanmis olup (Arpigny ve Jaeger, 1999). 60’tan

fazla bakteriyel lipaz geni klonlanmis ve sekanslanmistir (Jaeger vd., 1999).

Lipazlarin primer dizilerdeki amino asit sayilarinda farklilik olsa da biitiin
lipazlarin ortak 6zelligi aktif bolgede serin, aspartat, glutamat ve histidin amino asitleri
bulundurmasidir. Tiim lipaz enzimlerinin ii¢ boyutlu yapilar1 incelendiginde benzer bir
yapi ile karsilagilmaktadir. Karsilasilan bu yapi lipazlarda birbirine paralel sekiz - sheet
ve bunlari ¢cevreleyen a-heliksler bulunmasidir (Schmid ve Verger, 1998) (Sekil 2).



Sekil 2. Lipazlarin a-sarmal ve B-yaprak yapilarinin sematik gdsterimi (Silindirler a-
sarmallar1, oklar B-yapraklar1 simgelemektedir. Aktif bolge kalintilart ise (Ser,
Asp/Glu, His) siyah yuvarlaklar halinde gosterilmistir.

Lipazlar lipit-su ara yiizeyinde aktif olup (Jensen vd., 1983; Zheng vd., 2011),
suda ¢oziinmeyen uzun zincirli trigliseritlere kars1 maksimum aktive gostermektedirler
(Droge, 2004) ve bunlar esterazlardan, sulu soliisyonlardaki suda ¢oziinmeyen lipidik
substratlar tarafindan olusturulan ara yiizeydeki keskin aktivasyonlari ile ayirt

edilmektedirler (Jaeger ve Eggert, 2002).

Lipazlar, dogal olarak triagilgliserollerin ester baglarni pargalayan hidrolitik
aktiviteye sahip olsalar da, suyun az bulundugu ortamlarda ester sentezini de
katalizleyebilmektedirler (Balcao vd., 1996). Karigimdaki su miktar1 ayarlanarak,
lipazin katalizleme reaksiyonunun yoniide belirlenebilmektedir (Sharma vd., 2001).
Suyun c¢ok az olmast veya hi¢ bulunmamasi halinde esterifikasyon ve
transesterifikasyon tepkimleleri tercih edilmektedir (Jennings ve Akoh, 2000;
Adlercreutz vd., 2002). Su miktarinin fazla oldugu durumlarda ise sadece hidroliz
reaksiyonu meydana gelmektedir (Klibanov, 1997). Lipazlar, hem sulu hem de susuz
solvent sistemlerinde aktivite gosterdikleri i¢in (Wang vd., 2001; Nie vd., 2006)
endiistride ve tiptaki uygulamalarda 6nemli bir yer edinmisledir (Bjokling vd., 1991).

Lipazlar1 diger hidrolaz ve ozellikle de esterazlardan ayirtedebilen degisik bir
ozellikleri vardir. Genellikle esterazlar Michaelis—Menten kinetigi gdsterir ve ¢oziiniir
substratlarla tepkimeye girerler (kisa zincirli yagasitlerine sahip triagilgliseroller;

triasetin  gibi). Coziinmeyen gliseritlerde (uzun zincirli yag asitlerine sahip
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triagilgliseroller; trilaurin gibi) ise daha diisiik aktivite gosterirler. Coziinmiis
monomerin maksimum konsantrasyonu olarak ifade edilen doygunluk noktasindan 6nce

lipaz enzimi maksimum reaksiyon oranina ulasilir (Salameh ve Wiegel, 2007).

Bunun aksine gercek lipazlar su-yag arayiizeyinde aktive edilir. Substrat
monomerik formda iken az aktivite gosterirler, aktiviteleri lipitlerin emiilsiyonlar
olusturmaya basladig1 doygunluk limitinin iizerinde aktiviteleri belirgin sekilde artar. Bu
etki arayiizey aktivasyonu olarak bilinen kavramdir ve lipolitik reaksiyonun meydana
gelmesi i¢in emiilsiyonlarin gerekliligini aciklar. Bu durum, lipazlarin uzun zincirli
acilgliseroller ile lineer olmayan enzim kinetigini yani non-Michaelis—Menten kinetigi

karakterini gosterdigi seklinde agiklanabilir (Salameh ve Wiegel, 2007).

Lipazlar1 glinlimiizde kullanilabilir ve c¢ekici kilan bazi o6zellikleri goze
carpmaktadir. Bu 6zelliklerden birisi; Oncelikle miikemmel bir kimyasal, bolgesel ve
¢ift yonli secicilik gostermeleridir. lkinci olarak fungi ve bakteriler gibi
mikroorganizmalar tarafindan yiiksek verimlerle iretilebildiginden biiyiik miktarlarda
kullanilabilir olmalaridir. Ugiincii olarak ise, ¢ogu lipazin kristal yapilar1 bilimsel
aragtirmalarla anlasilmis olup miihendislik stratejilerinin  tasarimin1  oldukga
kolaylagtirmalar1 olarak sdylenebilir. Tiim sdylenen bu o6zellikler, organik kimya
sektoriinde en ¢ok kullanilan biyokatalizor olarak lipazlarin segilmesinin nedenidir
(Kamini vd., 2000).

1.3. Bakteriyel Lipazlarin Literatiirde Yer Alan Ozellikleri

1.3.1. pH ve Sicakhk Ozellikleri

Genellikle bakteriyel kokenli lipazlar en 1iyi aktivitelerini notral pH’da,
(Dharmsthiti ve Luchai, 1999; Lee vd., 1999) veya alkali pH’da (Kanwar ve Goswami,
2002a; Yoo vd., 2011) gostermekle birlikte asidik pH’larda da maksimum aktivite
gosterebilen cesitli lipaz enzimleride bulunmaktadir (Andersson vd., 1979; Kandasamy
vd., 2010; Ramani vd., 2010). Bakteriyel lipazlar pH 4.0-11.0’in tizerindeki genis pH
degerlerinde karaliliga sahiptirler (Kojima vd., 1994; Wang vd., 1995; Khyami- Horani,
1996; Dong vd., 1999; Sharma vd., 2011).



Bakteriyel kokenli lipazlarin optimum aktivite gosterdikleri sicakliklar genellikle
30-60°C araligindadir (Kanwar vd., 2002b; Kandasamy vd., 2010; Sharma vd., 2011).
Ancak bu degerlerin altinda (Cai vd., 2009; Sharma vd., 2011) veya iistiinde de (Castro-
Ochoa vd., 2005; Horchani vd., 2009; Wang vd., 2009; Sharma vd., 2011) optimum
sicaklig1 olan bakteriyel lipazlar bulunmaktadir. Yiiksek termotolerant lipaz 100°C’de
15-25 dakika yarilanma Omrii ile Bacillus stearothermophilus’da kaydedilmistir
(Bradoo vd., 1999; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Bacillussp A30-1 75°C’de
aktivitesinin %50’sini 8 saat boyunca muhafaza etmistir (Wang vd., 1995, Guncheva ve
Zhiryakova, 2011). Geobacillus  stearothermophilus MC7 ve Geobacillus
thermoleovorans ID1 i¢in 75 °C’de aktiftir ve 70 °C’de 30 dk. sonunda aktivitesinin
yarisint koruyabilmektedir (Lee vd. 1999; Kamburova vd., 2003; Guncheva ve
Zhiryakova, 2011). Termofilik Bacillus sp. enzimi ise optimal aktiviteyi 60 °C’de
(Nawani vd., 2006a), Pseudomonas sp. 90°C (Rathi vd., 2000) ve P. Aeruginosa 70
°C’de gostermistir (Karadzic vd., 2006). Bunlara ek olarak bir ¢ok Pseudomonas ve
Bacillus tiirtinden termostabil lipaz enzimi izole edilmis ve ¢aligmalarda kullanigmigtir
(Nawani ve Kaur, 2000; Kumar vd., 2005; Ahmed vd., 2009; Dutta ve Ray, 2009).
Termal stabilite lipazlar i¢in istenen bir karakteristiktir 6zelliktir (Janssen vd., 1994).
Sicakligin her 10°C artmasi durumunda tepkime hiz1 yaklasik iki katina ¢ikmaktadir ve
yiiksek sicakliklarda stabil oldugu bilinen bir enzim ile ¢alismanin yiiksek sicakliklarda
tiretilebilmesi tepkimenin verimliligini arttiracaktir. Bu nedenle termal stabilite lipazlar

i¢in aranan bir 6zelliktir (Sharma vd., 2001).

1.3.2. Organik Coziiciilerde Kararhhgi

Sentez tepkimelerinde organik ¢ézgen karalilifi istenen ve aranan bir 6zelliktir.
Az sayidaki stimiilasyon veya inhibisyon haricinde lipazlar genellikle organik
cozgenlerde kararlilik gostermektedirler. P. Aeruginosa YS-7 lipaz1 igin aseton ve
Bacillus sp. Lipaz1 igin hekzan inhibitor iken, aseton, etanol ve methanol B.
Thermocatenulatus lipazinin aktivitesini arttirmaktadir. A. Calcoaceticus LP009 lipazi
cesitli organik ¢6zgen sistemlerinde yiiksek oranda kararlidir (Gupta vd., 2004).

Endiistriyel amagli olarak kullanilan bir¢ok tepkime organik solvent varliginda
gerceklesmektedir. Bu durumda enzimatik katalizli tepkimelerde organik solvent

kararlilig1 olduk¢a 6nemli bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bundan dolay1 son
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zamanlarda yapilan enzim karakterizasyon calismalarda organik solvent kararliligida
yaygin olarak ¢alisilmaya baslanmistir (Castro-Ochoa vd., 2005; Rahman vd., 2005;
Cadirci ve Yasa, 2009; Dandavate vd., 2009; Wang vd., 2009). Genellikle enzimler,
organik solventlerde kararli degillerdir ve denatiire olma egilimindedirler (Schmid ve
Verger, 1998; Sharma vd., 2001). Ancak lipazlar organik solventlerde bir stabilizer
olmadan aktiftir ve stabil kalirlar (Schmid ve Verger, 1998; Gupta vd., 2004). Lipazlar
organik solventlerin varliginda ¢alisirken tepkimenin yoniinii degistirebilir ya da farkli
acilgliseroller, alkoller, esterler, glikozidler, aminler ve hatta bazi bilesenlerin farkli
kimyasal gruplar1 arasindaki acil gruplariyla da yer degistirebilmektedirler (Pandey vd.,
1999; Schmidt-Dannert, 1999; Gupta vd., 2004).

Lipazlarin organik solventlere karsi davraniglart enzimin ve solventin polaritesine
bagl olarak degisir. Yapilan ¢aligmalarda polar solventlerin apolar solventlere gore
enzim kararliligima etkisinin daha fazla oldugu gorilmiistir (Ahmed vd., 2010;
Sangeetha vd., 2011). Organik solventlerin enzim aktivitesine etkisinin ise tamamen
inkiibasyon siiresine bagl olarak degistigi soylenebilir (Schmidt ve Dannert, 1996;
Quyen vd., 2003; Castro-Ochoa vd., 2005; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Organik
solvent kararliligi sentez tepkimelerinde istenen bir durumdur (Gupta vd., 2004).
Organik solvent etolerant lipazlar biyopolimerlerin olusturulmasi, transesterifikasyon

reaksiyonlarinda ve biyodizel iiretiminde etkileyici bir katalist olarak rol oynamaktadir
(Singh ve Banerjee, 2007; Dizge vd., 2009; Sangeetha vd., 2011).

1.3.3. Metal Iyonlarimin Etki Ozelligi

Genellikle lipazlar aktivite gostermek i¢cin bir kofaktorlere ihtiyag
duyulmaktadirlar, fakat kalsiyum gibi divalent katyonlar enzim aktivitesini tesvik

edebilirler.

Mikrobiyal organizmalardan tretilmis lipazlar {izerine metal iyonlarinin hem
aktivatér hem de inhibitdr olarak etki gosterdikleri gdzlenmistir. Ozellikle Ca®* iyonu
lipazin yap1 ve fonksiyonunda onemli bir rol oynamaktadir ve bazilar1 tamamen
kalsiyuma bagimlidirlar. Ca®* iyonlar1 enzimi aktive ederken Zn* Fe**, Fe** iyonlari

ise inhibison etkisi gosterdigi belirtilmektedir. Mg®*, Mn?*, Co*, AP ve Na’
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tuzlarimin ise az bir inhibisyon etkisi gosterirler (ElI Khattabi vd., 2003; Kumar ve
Kanwar, 2011).

1.3.4. Lipaz Inhibitérleri

Lipaz inhibitorleri lipazlarin yapisal ve mekaniksel 6zelliklerinin ¢alisilmasinda
kullanilmistirlar. Lipaz inhibitorleri obezitive, akne problemlerinin tedavisinde etkili
olacak ilaclarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bu yonde lipaz inhibitorler

calismalar1 farmolojik ag¢idan ilgi ¢ekici bir durumdadir.

Enzim inhibitorleri genel olarak tersinir veya tersinir olmayan olarak
siiflandirilmistir. Tersinir inhibitorler ise spesifik ve spesifik-olmayan inhibitorler
olarak ayrilmaktadir (Gupta vd., 2004). Aktif bolge iizerine dogrudan etki etmeyen
ancak lipazin konformasyonel yapisi ya da yiizeyler aras1 6zelliklerini degistirerek lipaz
aktivitesini inhibe eden maddelere spesifik olmayan inhibitorler adi verilir. Ancak bu
grupta bulunan siirfaktanlar ve safra tuzlari bazi durumlarda enzimi aktive de
etmektedirler (Gupta vd., 2004). Enzimin aktif bolgesi ile dogrudan etkilesime giren
maddelere ise spesifik inhibitorler adi verilir. Bu inhibitérler hem geri doniistimlii hem
de geri donlislimsiiz olarak calisabilmektedirler. Geri doniisiimsiiz olarak calisan
inhibitorler aktif merkez c¢evresindeki aminoasitlerle etkilesime girerek katalitik
aktiviteyi inhibe etmektedirler (Gupta vd., 2004). Lipazlar Serin- Histidin- Aspartik
asit/Glutamik asit katalitik {i¢liisii ile serin hidrolazlar grubuna dahildirler. Bu nedenle,
fenilmetilsulfonil fluorit (PMSF), fenilboronik asit, dietil p-nitrofenil fosfat gibi serin
inhibitorleri potansiyel olarak geri doniisiimsiiz olarak etki eden aktif merkez lipaz
inhibitorleridir (Gupta vd., 2004). EDTA (Etilen diamin tetra-asetik asit)’nin bazi lipaz
aktivitesini etkilemedigi (Gilbert vd., 1991; Sugihara vd., 1992; Kojima vd., 1994;
Abramic vd., 1999; Nthangeni vd., 2001; Sharma vd., 2002; Ruiz vd., 2003, Ruiz vd.,
2004; Rahman vd., 2005; Singh ve Banerjee, 2007; Guncheva ve Zhiryakova, 2011),
bazi lipazlarin aktivitesini de inhibe ettigi rapor edilmistir (Van Oort vd., 1989; Lee ve
Rhee, 1993; Baral ve Fox, 1997; Nawani vd., 2006a; Sharon vd., 1998; Dharmsthiti ve
Luchai, 1999; Nawani vd., 2000; Snellman vd., 2002; Jinwal vd., 2003; Kojima ve
Shimizu, 2003; Castro-Ochoa vd., 2005; Kanwar vd., 2006; Takac vd., 2008; Zhang vd.,

2008; Zhao vd., 2008; Sabri vd., 2009; Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Sulu
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soliisyonlardaki enzim- siirfaktan etkilesimi ilag, kozmetik ve deterjan, membran
proteinleri ve lipitleri arasindaki etkilesim ile ilgili caligmalar gibi teknik uygulamalarda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Savelli vd., 2000) ve bu iki komponentin birbiri ile
uyumlu olma mecburiyeti vardir (Polizelli vd., 2008). Potansiyel enzimin (lipaz,
proteaz, amilaz ve selillaz gibi) c¢amasir deterjan katkist olarak kullanilmasi
diisiiniildiiglinde, enzimin sicaklikta ve/veya siirfaktan varligindaki kararliligi 6nemli bir
hale gelmektedir (Malmos, 1990). Siirfaktanlarin lipid-su ara yiizeyini arttirarak,
substrat ¢oziiniirliigiinii arttiric1 etkileri vardir ve enzimin agik konformasyonunu kararl
tutarak agregat olusumunu engellemektedirler (Guncheva ve Zhiryakova, 2011). Bu
nedenle siirfaktanin yogunluguna bagli olara lipolitik aktivitede degisiklik
gosterebilmektedir. Tween 80’in  %]1’°lik konsantrasyonu Bacillus pumilus’un
aktivitesinde inhibisyona neden olurken %0.5’lik konsantrasyonu aktiviteyi
arttirmaktadir (Sangeetha vd., 2011). Triton X-100 ve Tweenenzim aktivitesini
arttirirken SDS’in reaksiyonu inhibe ettigi tespit edilmistir (Lianghua ve Liming, 2005;
Sangeetha vd., 2011).

1.4. Lipaz Katalizli Reaksiyonlar ve Tepkime Mekanizmalari

Lipazlar hidroliz, interesterifikasyon, esterifikasyon, asidoliz ve aminoliz gibi
cesitli biyodoniigiim reaksiyonlarini gergeklestiren ¢ok amagli biyolojik katalizorlerdir.
Ilag, pestisit, kozmetik, gida, biyosensorler ve deterjan sanayi gibi bircok alanda lipaz
enzimi kullanilmaktadir (Bassegoda vd., 2012). Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve
transesterlesme tepkimelerini katalizlerler (Tablo 1). Transesterlesme tepkimeleri,
esterdeki agil grubu degisimi, bir asit ile yapiliyorsa asidoliziz, alkol kullaniliyorsa
alkoliziz, bir baska ester kullaniliyorsa interesterlesme ve bir amin kullaniliyorsa

aminoliziz adim alir (Kosali, 2005).
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Tablo 1. Lipaz Reaksiyonlari.

Reaksiyon Tiirii Reaktanlar Uriin

Hidroliz —-OR, + H)O Rl—IOH + R,-OH

R;— C-OR, + H,O

!

—OR, + RS_(\ILOH Rg—CgORz + R;—C-OH

:

Asidoliz

Ester sentezi 1 OH + R,OH

Interesterlﬁkasyon R~ i OR, + R3-C-OR4 Rg—CgORz + R]_—CEOR4
Alkoliz Rl—i - OR, + R;-OH Rl—CgORg + R—-OH
Aminoliz R;~C-NHR; + R,—OH

Ri— @—ORZ + R3—NH>

:

Lipazlar i¢in hidroliz kavrami, bir yag veya esterin suyun varliginda kendini
olusturan asit ve gliserol veya alkole ayrilmasini ifade eder. Yaglarin geleneksel
kimyasal yontemlerle pargalanmasi yiiksek sicaklik ve basingta gerceklesmektedir.
Enzim kokenli yontemlerin kimyasal tepkimelerle karsilastirilmasinda, maliyetin daha
az oldugu, olusan iiriinlerin daha iyi koku ve renge sahip olduklar1 goriiliir. Ayrica
enzimatik yontemlerde reaksiyon sartlar1 daha ilimli, ¢alisma riski ve enerji tiikketimi

daha azdir ve istenmeyen yan iiriin olusumu gerceklesmez.

Lipazlarin sahip oldugu geri doniisiimlii sentez tepkimelerini katalizleme
yetenekleri istenilen bazi {iriinlerin iiretimini saglamaktadir. Esterifikasyon, su ve ester
olusumuna yol acarken, alkolizis, asidolizis ve interesterifikasyon gibi
transesterifikasyon islemleri sirasinda su yerine alkol, asit veya ester olusumu
gerceklesir. Bu nedenle, bu olusan iirlinlerden herhangi biri istenilen bir {iriin ise,
transesterifikasyon reaksiyonlari esterifikasyona gore daha karli bir islem haline gelmis
olur. Esterifikasyon temel olarak bir asitin alkolle tepkimesini igerirken, lipazlar ¢ok

daha genis bir substrat spektrumu gosterirler. Bu da lipazlara seker esterleri, tiyol
13



esterleri, peptitler, yag amidleri gibi iirtinlerin sentezlerini katalizleme olanagi saglar. Bu
durumun sonucu olarak, lipazlar potansiyel uygulamalar i¢in bilinen diger enzimlerden

cok daha 6nemli bir yere sahiptirler (Gandhi, 1997).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda tiim lipazlarin o/B-hidrolaz katlanmasi (merkezde
her iki taraftan a-heliksler ile kaplanan hidrofobik [-diizlemi), Ser-His-Asp/Glu
katalitik {i¢liisiinden olusan bir aktif konum, bir oksianyon boslugu (substratin karbonil
gruplar lizerindeki oksianyonlarin gelisiminin dengede tutulmasini saglar) ve pek ¢ok
durumda aktif konumu kapatan a-heliksten olusan bir kapak igerdikleri belirlenmistir

(Jaeger ve Reetz 1998) ( Sekil 3).

Sekil 3. Acik ve kapali kisimlarin da eklendigi Candida rugosa lipazinin ii¢ boyutlu
yapist. A¢ik mavi; merkezde her iki taraftan a-heliksler ile kaplanan hidrofobik
B-diizlemini, koyu yesil; merkez [-diizlemini kaplayan heliksleri, sar1; kapali
konformasyonu, kirmizi; agik konformasyonu gostermektedir.

Lipazlarin acik ve kapali form olmak iizere iki farkli durumu s6zkonusudur
(Cygler ve Schrag 1999). Bu durumlardan; aktif konumdaki katalitik ti¢liiyii kaplayan
yapisal elementlerin (a-heliks) oldugu yap1 aktif olmayan form, digeri ise ara ylizey
aktivasyonu sirasinda bu kapagin agilmasi ile ara ylizey alanini artmasini saglayarak

aktif konumun daha fazla substrat almak i¢in diizenlendigi yapz; aktif formdur (Sekil 4).
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Sekil 4. Candida rugosa lipazinin agik ve kapali formlar1 a. Kapali form b. A¢ik form
(Cygler ve Schrag, 1999).

a /B —hidrolazlarin sekonder yapilari incelendiginde 5-6 kadar alfa —sarmal ve 8
kadar da beta- tabaka yapisindan olustugu goriiliir. Ayrica aktif bélgede bulunan
katalitik Ggliintin(Ser-His-Asp/Glu) hidrofobik aminoasitlerce (Phe, Trp ile Leu ve Try
gibi) zengin, | veya 2 alfa- sarmal yapi da polipeptid zincirinden ibaret, bir kapakla
cevrelendigi de bilinmektedir (Jaeger ve Reetz,1998). Bu hidrofobik birimlerin ¢ogu
lipazlarin lipid-su ara yiizeyine tutunabilmesinde etkili olurlar ve bdylece lipid
ylizeyinin hidrofobik kismina enzimin etki etmesini saglarlar (Jaeger ve Reetz,1998).
Bir aktivasyon oldugunda enzimin kapagi kapali formdan agik forma doniisiir ve
boylece aktif bolge substratin etkilesebilecegi bir hale gelir. Bu aktivasyon islemi
sirasinda katalitik serin birimi iizerinde agil gruplarinin ulagabilmesi i¢in uzanmis bir
cep seklinde hidrofobik bir yarik olusur. Birgok lipazda kapagin hareketiyle ayrica bir
oksianyon bosluk olusmaktadir. Bu bosluk substrata yapilacak niikleofilik saldiri
sirasinda olusan negatif yiikleri kararli kilan elektrofilik bir ¢evre saglar (Jaeger ve
Reetz, 1998). Genel olarak, o /B-hidrolaz enzim ailesi esterazlari tipik serin hidrolaz
mekanizmasini kullanirlar, bu serin proteazlarin mekanizmasina benzerdir. Ester
hidrolizi ve olusumu reaksiyonlar1 esterazlar i¢in benzerdir ve dort adimdan olusur

(Jaeger ve Reetz, 1998) (Sekil 5).

1- Ilk basamakta aktif bdlgedeki serin biriminin substratin karbonil karbonuna
niikleofilik saldirisiyla tetrahedral bir ara iiriin olusur. Bu ara {iriin histidin ve asparagin

aminoasitleri tarafindan kararli kilinir.
2- ikinci adimda alkol salmir ve agil-enzim kompleksi olusur.
3- Yine bir niikleofilin saldiris1 ile (hidroliz reaksiyonlarinda su molekiilii ve
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transesterifikasyon/esterifikasyon reaksiyonlarinda bir alkol ya da ester) agil-enzim

kompleksi hidrolizlenerek ikinci bir tetrahedral ara tirtin olusur.
4- Son olarak bir asit ya da esterin ayrilmasi ile enzim yeniden elde edilir.

Her iki tetrahedral ara iiriin bir oksianyona sahip olup bu oksianyon, oksianyon

boslugundaki protein atomlarinin hidrojen bagi kapasitesi ile kararli kilinir.

Sekil 5. Bir lipaz reaksiyonunun basitlestirilmis katalitik mekanizmasi.

1.5. Lipazlarin Katalitik Ozelliklerine Gére Simflandirilmasi

1.5.1. Spesifik Olmayan Lipazlar

Spesifik olmayan lipazlar trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki acil gruplarini
koparabilme yetenegine sahiptirler. Bu tepkimenin sonucunda trigliserid gliserin ve
serbest yag asitlerine kadar parcalanir (Sekil 6). Tepkimede ara iirlin olarak diagil ve

monoagilgliserinler olusur. Candida cylindracae, Corynebacterium  acnes,
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Staphylococcus aureus, Choromobacterium viscosum, Geotrichum candidum

tarafindan tiretilen lipazlar bu gruba girer ( Erdogan, 2003; Telefoncu, 1995).

—_— L'[‘Hzoll
CHLO0OCR 2
|2 j———*  3RCOOH + IIDC‘|
RCOOCH
IH 0 CH,OH
CH, COOR
Trigliserid Yag asidi Gliserin

Sekil 6. Spesifik olmayan lipazlarin katalizledigi hidroliz reaksiyonu.

1.5.2. 1,3-Spesifik Lipazlar

Bu gruptaki lipazlar nétral yaglar: esdeger konumda olan 1 ve 3 pozisyonlarindan
spesifik olarak hidrolizlerler. Tepkime sonunda triagilgliserinlerden yag asitleri, 1,2
(2,3) diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler olusur. 1,2 (2,3) diacilgliserinler ve
Ozellikle 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak kararsiz olup sirastyla 1,3-
diacilgliserinlere ve 1(3)-monoagilgliserinlere izomerlesirler. Béylece olusan izomerler
enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilir ve 1,3 spesifik lipazlar da spesifik
olmayan lipazlar gibi trigliseridleri serbest yag asitleri ve gliserine kadar pargalarlar
(Erdogan, 2003; Telefoncu, 1995). Domuz pankreas lipazi,  Aspergillus niger,
Pseudomonas fluorescens, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, R. Japonicus,
R. arrhizus ve Mucor javanicus lipazlari 1,3 spesififik lipazlara 6rnek olarak verilebilir
(Iwai ve Tsujisaka, 1984).

1.5.3. Yag Asidine Ozgiin Lipazlar
Bu gruba ait lipaz tiirleri agilgliserinlerdeki bazi yag asitlerinin olusturdugu ester

baglarim1 parcalarlar.  Sekil 7°de yag asidi spesifik lipzlarin hidroliz reaksiyonu

goriilmektedir.
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GH,COOR GH,COOR i ,0H
R'COOCH * RCOOCH, +——— 2RCOOH R'COOCH
CH,COOR" CH ,COOR CH ,COOF
GH, COOR
+ Hocy
CH,COOR"

Sekil 7. Yag asidi spesifik lipazlarin katalizledigi reaksiyon.

1.6. Lipazlarin Uygulama Alanlar

Endiistriyel enzimlerin ¢ogu mikrobiyal kokenlidir. Bakteriyel ve fungal
kokenden elde edilen lipazlar cesitli biyoteknolojik uygulamalarda genis bir ¢apta bir
uygulama alam1 bulmaktadirlar. Lipazlar, sterospesifiklik ve substrat secimliligi gibi
Ozelliklerinden dolay1 kaliteli iiriin iiretmesi, diisiik aktivasyon enerjisine ihtiyag
duymalarindan, diisiik 1s1 ve pH’larda reaksiyon verdikleri i¢in reaksiyonda ihtiyag
duyulan enerjinin azalmast ve reaksiyon {riinlerinin ortamin 1sisindan dolayi
gorecekleri zararin azalmasi (Seren, 2013) gibi daha bir¢cok 06zelligi sayesinde
glinimiizde  organik  kimyacilar, eczacilar, biyofizik¢iler,  biyokimyacilar,
biyomiihendisler, biyoteknologlar ve mikrobiyologlar tarafindan tercih edilen (Cakar,
2016) ve ¢esitli uygulamalar1 olan dnemli biyokatalizorlerdir. Lipazlar endiistriyel
enzim pazarinda % 5°lik bir pay sahip olsada biyoteknolojide 6nemli enzimler olarak
ilgi ¢ekmektedirler. Gida, deterjan ve ilag endistrilerinde lipazlar yasamsal roller
oynamaktadir (Sangeetha vd., 2011). Endiistriyel uygulamalarda lipazlara gdsterilen
ilgi; organik solventlerde dogal ve yapay bilesiklerin kullanilmasiyla hidroliz, sentez ve
acil degisimi yapabilmeleri ve bunun gibi farkli tepkimeleri katalizleyebilme 6zellikleri
nedeniyle ¢ok yonlii biyokatalizor olmalari (Bornscheuer, 2002; Gupta vd., 2004),
kimyasal segicilik (kemoselektivite), bolgesel secicilik (regiyoselektivite), izomer
secicilik (stereoselektivite = enantioselektivite) gibi oOzelliklere sahip olmalari
(Gunstone, 1999; Villeneuve vd., 2000; Sharma vd., 2001; Jaeger ve Eggert, 2002;
Snellman vd., 2002), organik solventlerde (Schmid ve Verger, 1998; Sharma vd., 2001;
Hasan vd., 2006 ) ve genis pH ve sicakliklarda aktif ve kararli olabilmeleri (Schmidt ve
Dannert, 1999; Gupta vd., 2004), yapt ve fonksiyonlarinin iyi bilinmesi ve yeni

kullanimlar ig¢in modifiye edilebilmeleri (Schmidt ve Dannert, 1999; Jaeger ve Eggert,
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2002), 1limh kosullar altinda isgordiiklerinden ve diisilk enerji ve az ekipman
gerektirdiklerinden kullanim maliyetlerinin diisiik olmasi1 ve daha az kirlilige yol
acmalart (Gunstone, 1999; Pandey vd., 1999; Jaeger ve Eggert, 2002),
mikroorganizmalardan yiiksek miktarda iretilebilmeleri, pek c¢ok lipazin kristal
yapisinin aydinlatilmis olmasi ve son olarak lipazlarin genellikle kofaktore ihtiyac
duymamalarindan (Patkar ve Bjorkling, 1994; Jaeger ve Eggert, 2002; Ghanem ve
Aboul-Enein, 2004; Gupta vd., 2004; Singh ve Banerjee, 2007) kaynaklanmaktadir. Bu
ozellikler, lipazlar1 organik kimyada kullanilan en yaygin biyokatalizor grup
yapmaktadir (Sugihara vd., 1992). Enzimlere ait endiistriyel uygulamalarin ¢ogu sulu
cozeltilerde gerceklestirilmektedir (Telefoncu, 1986). Enzimolojinin gelisimiyle susuz
ortamlardaki lipaz uygulama alanlarida biiyiik olgiide artmistir. Gegtigimiz yillarda
lipazlar organik sentez, yag modifikasyonu ve rasemik kararliligindan dolay1 yeni
kullanim alanlar1 bulmustur. Organik ortamda lipazlar tarafindan gergeklestirilen,
esterifikasyon (Chowdary vd, 2001; Hamsaveni vd, 2001; Kiyota vd, 2001; Krishna ve
Karanth, 2001; Rao ve Divakar, 2001), transesterifikasyon (Metin ve Akpinar, 2000) ve
interesterifikasyonu igine alan gesitli tepkimelerle tiriinlerdeki degisiklikler gdzlenmistir
ve bunlarin yliksek oranlarda sentezlenmesi saglanmistir (Gao vd., 2000). Lipazlar, lipid
iceren atik sularin enzimatik degradasyonunda (Pandey vd., 1999; Masse vd., 2001;
Suzuki vd., 2001), organik sentezlerde (Gitlesen vd., 1997; Gupta vd., 2004), deterjan
formiilasyonlarinda (Jaeger vd., 1994 Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007),
tekstil sanayinde (Jaeger vd., 1994 Ateslier ve Metin, 2006; Bora ve Kalita, 2007),
biyosiirfaktanlarin sentezinde (Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002b; Ateslier ve Metin,
2006; Bora ve Kalita, 2007), kagit yapiminda (Jaeger vd., 1994; Houde vd., 2004),
farmasotiklerde (Jaeger vd., 1994; Jesus vd., 1995; Droge, 2004; Houde vd., 2004;
Gulati vd., 2005), agrokimyasal (tarim kimyasi) endiistride (Kirchner vd.,1985; Droge,
2004), pestisitlerde (Kirchner vd., 1985; Jaeger ve Eggert, 2002), gida endiistrisinde
(Jaeger vd., 1994; Reetz, 2002; Gulati vd., 2005), siit endiistrisinde (Reetz ve Jaeger,
1998; Sharma vd., 2001; Kanwar vd., 2002b; Gupta vd., 2004; Ateslier ve Metin, 2006;
Bora ve Kalita, 2007; Gupta vd. 2007), kozmetiklerde (Jaeger vd., 1994; Houde vd.,
2004), oleokimya endiistrisinde (Jesus vd., 1995; Faber, 1997; Gupta vd., 2004), deri
endiistrisinde (Jaeger vd., 1994; Gulati vd., 2005) yaygin olarak kullanilmaktadir. Tablo

2’de mikrobiyal lipazlarin bazi uygulamalari verilmistir.
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Tablo 2. Mikrobiyal Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalari.

Endiistri Gorevi Uriin ya da Uygulama
: T K lard & lekelerini
Deterjan Yaglarm Hidrolizi umas ardan yag cxelerinim
uzaklastirilmasi
L o Peynir ve tereyagindaki tatlandirici
Stit yaginin hidrolizi ajanlarin gelistirilmesi

. Hizli olgunlagtirma Peynir
Stit
PP Yaglarin
tirlinleri g <

modifikasyonu Tereyag
Kozmetik Sentez Emiilsifiye ediciler, nemlendiriciler
Kagit Hidroliz Gelistirilmis kalitede kagit
Deri Hidroliz Deri iirtinleri
Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklastiriimasi
ilac Transesterifikasyonu Sindirimi kolaylastiric1 diizenleyiciler
Hidroliz Ozel lipidler
Transesterifikasyon Kakao yag1, margarin, yag asitleri,
gliserol

Yag . 4l .

e Hidroliz Mono ve diagil gliseroller
Icecek Aroma gelistirilmesi Icecekler
Ekmek Tat gelistirilmesi Raf 6mriiniin uzatilmasi
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

Bu calisma sirasinda enzim kaynagi olarak Erzurum’un Ilica ilgesi kaplicasindan
Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii
arastirmacilar tarafindan izole edilen ve yeni bir termofilik bakteri olan Geobacillus
stearothermophilus Ah22 susu (Adigiizel vd., 2009) kullanildu.
2.2. Yontem

2.2.1. Kullanilan Araclar

Calismada kullanilan tiim cihazlar, tretici firmalar ve modelleriyle birlikte

markalar1 Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3. Calismalarda kullanilan cihazlar ve markalari.

Cihaz Adx Firma Model

Spektrofotometre Shimadzu UV-1601UV-Visible
Santrifij ThermoFisher Scientific Heraeus Multifuge 3 SR+
Saf Su Cihaz1 SartoriusStedim Biotech Arium 61316 ProUvV

pH Metre Thermo Scientific ORION 3 Star pH Benchtop
Otoklav Tomy SS-325

Vorteks Velp Scientifica Vortex Mixer

Terazi Precisa XB 220A

Steril Kabin Tezsan —

2.2.2. Kullamlan Kimyasallar

Tez c¢aligmasi sirasinda kullanilan kimyasal maddeler ve markalar1 asagidaki

tabloda verilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Calisma sirasinda kullanilan kimyasallar ve markalari.

Firma Ad1 Kimyasal Ad1

Sigma /Aldrich CH3COOH, Glisin, NaOH, p- Nitrofenil asetat, p-Nitrofenil
Chem. Co(St. Louis. MO. biitirat, p-Nitrofenil oktaonat, p-Nitrofenil laurat, Triton X-
USA) 100, Tris- Base.

Merck CH;COONa, Na,CO; NaHSOs;,

A.G(Darmstadt, Germany) Tris, Mg,SO,4 CuS0O45H,0, EDTA, 2-Merkaptoetanol,

MgC|2, BaCIQ, CaC|2, MnCIQ’ NlCIz, HgC|2, ZnC|2, COCIz,
NaCl, FeCl,, CuCl,, NaOH, NaClO,, NasPO,, NaNs,
NaCN, NaCI, NazHPO4, NazB407, N3.2CO3, NaAc,
Na,CO,, NaN03, NaHC03,

Na,SOy, NaQSC)g, NaC8H4N203, NaHSO,, SDS,

Himedie Agar

2.2.3. Kullanilan Tampon Cézeltiler ve Hazirlanislar:

1.  Asetat Tamponu (50 mM, pH 4.0): 0,205 g sodyum asetat yaklasik 45
mL saf suda c¢ozildiikten sonra pH” s1 1 N asetik asit ile ile 4,0’ e ayarlanarak
hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

2. Asetat Tamponu (50 mM, pH 5.0): 0,205 g sodyum asetat yaklasik 45
mL saf suda c¢ozildiikten sonra pH’ s1 1 N asetik asit ile ile 5,0° e ayarlanarak
hacmi 50 mL’ye tamamlandi.

3.  Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,0): 0,039g NaH,PO,.2H,O ve 0,679
Na;HPO4.7H,O ayr1 ayn yaklasik 20 mL saf suda ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiler
birlestirilerek pH”> s1 1 N asetik asit ile ile 6,0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

4.  Fosfat Tamponu (50 mM, pH 7,0): 0,039g NaH,P04.2H,O ve 0,67g
Na;HPO4.7H,O ayr1 ayn yaklasitk 20 mL saf suda ¢oziildiikten sonra ¢ozeltiler
birlestirilerek pH> s1 1 N asetik asit ile ile 7,0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlandi.

5. Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 8.0): 0,3028 g Tris yaklasik 45 mL saf
suda cozildikten sonra pH” s1 1 N HCI ile 8.0’ e ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamlanda.

6.  Tris-HCI Tamponu (50 mM, pH 9.0): 0.3028 g Tris yaklasik 45 mL saf
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suda cozildikten sonra pH> s1 1 N HCI ile 9.0’ a ayarlanarak hacmi 50 mL’ye
tamamland.

7. Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 10.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45
mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 10’ a ayarlanarak hacmi 50
mL’ye tamamlandi.

8.  Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 11.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45
mL saf suda ¢ozildiikten sonra pH* st 1 N NaOH ile 11° e ayarlanarak hacmi 50
mL’ye tamamlandi.

9.  Glisin-NaOH Tamponu (50 mM, pH 12.0): 0.187 g Glisin yaklasik 45
mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH’ s1 1 N NaOH ile 12’ ye ayarlanarak hacmi 50

mL’ye tamamlandi.
2.3. Deneysel Calismalar
2.3.1. Siv1 Besiyeri Hazirlanmasi

Bakteri bliylime ortamlar1 asagida tabloda verilen karisim oranlarinda hazirlanarak
hacimleri saf su ile litereye tamamlandi (Tablo 5) (Deak vd., 1998). Hazirlanan
karigimlar 1,1 atm basingta 121°C’de 20 dakika siire ile otaklavda steril edilerek

kullanildi.

Tablo 5. S1v1 besi ortam1 hazirlanisi.

Madde Miktari
Glukoz 1649
Tripton 409
MgS0O,4.7H,0 0,089
K,HPO, 08¢
Siv1 Yag 16 mL
Gum arabic 0,89
Distile Su 800 mL
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2.3.2. Lipaz Uretimi icin Uygun Calisma Ortaminin Belirlenmesi

Yukarda hazirlanisi belirtilen sivi besi ortmalarina karbon kaynagi olarak
aycicegi, misir, zeytinyagi, susam ve findik yaglart ayr1 ayr1 konularak otaklavda steril
hale getirildi. Hazirlanan ortamalar 4 esit parcaya boliinerek ii¢ erlene Geobacillus
stearothermophilus Ah22 susu ekimi gergeklestirilirken bir erlen kor olarak ayrildi.
Tiim hazirlanan ¢dzeltiler 55 °C’de 150 rpm hizinda hava 1sitmali ¢alkalayicida 5 giin
boyunca inkiibe edildi. Biiylime sirasinda 24 saat ara ile lipaz aktivitesi ve bakteri
yogunlugu tayinleri yapildi. 24 saatlik peryotlarla alman numuneler +8 °C’de 10.000
rpm de 10 dak. santrifiijlenerek ¢okelek ve siipernatan kisimlara ayrildi. Coleklerin
yaris1 sonikasyonla pargalanarak hiicre 6ziitii ve hiicre memebran bilesenleri +8 °C’de
15.000 rpm’de 20 dak. santrfiijlerenerek ayrilmalar1 saglandi. Olusan dort farkli
fraksiyonda lipaz aktivitesi 6l¢iimii gerceklestirildi. Calismalar {i¢ erlen i¢in tekararlandi
ve kor olarak kullanilan erlen verilerinden ¢ikarilarak hesaplandi. Calisma sirasinda
cokelekler supernatan kisimlardan gelebilecek enzim aktivitesini berteraf etmek i¢in 50
mM pH’1 7,0 olan fosfat tamponu ile ii¢ kez yikanarak +8 °C’de 5.000 rpm de 10 dak.
santrifiilenerek kullanildi. Lipaz aktivitesi Ol¢timleri oda sicaklifinda, pH 7,0 fosfat
tamponunda, pNPB sustrat1 varhiginda 405 nm’de gergeklestirildi. Aktivite sonuglari

karsilagtirilarak en yiiksek membrana bagli lipaz aktivitesi gosteren ortam belirlendi.

En iyi biiylime kosullar1 belirlendikten sonra Geobacillus stearothermophilus
Ah22 susu 72 saat biiyiitiildii. Hazirlanan kiiltiir +8 °C’de 10.000 rpm’de 10 dak.
santrifiijlenerek bakteriler ¢oktiiriildii. Coktiiriilen bakteriler pH 7,0 fosfat tamponunda

siispanse edilerek 1 ml lik ependorflara aktarild: ve -20 °C’de muhafaza edildi.

2.3.3. Ah 22 Membranina Bagh Lipaz Aktivitesinin pH ile Degisimi

G. stearothermophilus Ah22 susu hiicre membranina bagl lipaz aktivitesinin pH
ile degisimini belirlemek i¢in 4,0-12,0 arasindaki pH degerelerine sahip tamponlarda
aktivite olgiimleri gerceklestirildi. Calismada 50 mM konstrasyonlarda hazirlanan pH
4,0 - pH 5,0 arasinda asetat, pH 6,0 - pH 7,0 araliginda fosfat, pH 8,0 - pH 9,0
araliginda tris -HCI ve pH 10,0 - pH 12,0 araliginda Glisin-NaOH tamponlar1 kullanildi.

Olgiimler belirtilen tampon degerlerinde p-nitrofenil asetat (JNFA), p-nitrofenil biitirat
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(pPNFB), p-nitrofenil oktoanat (pNFO) ve p-nitrofenil laurat (pNFL) substratlarmin 0,1
mM konsantrasyonlar1 varliginda gerceklestirildi. Cizilen pH - % Bagil aktivite
grafiginden en yiiksek aktivite gosterdigi pH belirlendi.

2.3.4. Ah22 Membranina Bagh Lipaz Aktivitesinin Sicaklikla Degisimi

En uygun pH degerinde G. stearothermophilus Ah22 susu membranina bagl lipaz
aktivitesinin sicaklikla degisimi belirlemek icin 10’ar °C’lik artislarla 10 — 90 °C
araliginda; p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil
laurat substratlarinin 0,1 mM konsantrasonlarinda lipaz aktivitesi Olgiimleri
gerceklestirildi. Olgiimler sirasinda hazirlanan enzim, susbstrat ve tampon karigimi
belirtilen sicaklik aralifinda 5 dakika inkiibe edildi ve 405 nm dalgaboyunda 6l¢timler
yapildi. Cizilen sicaklik - % Bagil aktivite grafiginden en yiiksek aktivite gosterdigi
sicaklik belirlendi.

2.35. Ah22 Membranmma Bagh Lipaz Aktivitesi Uzerine Substrat

Konsantrasyonunun EtkKisi

G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerine bagl lipaz aktivitesinin farkli
karbon zincir uzunluguna sahip substratlariyla olan davranislarini belirlemek igin
degisen substrat konsantrasyonlarinda enzimin aktiviteleri tayin edildi. Lipaz aktivitesi
Ol¢timii, 30 pL hiicre siispasiyonu (yaklasik 1,3 mg yas hiicre) ile p-nitrofenil asetat, p-
nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat ve p-nitrofenil laurat substratlarinin 0,001-0,2
mM konstrasyon araliginda gergeklestirildi. Tris — HCI tamponu (pH 9,0), 10 pL farkl
konsantrasonlardaki subsrat ve 30 pL hiicre siispasiyonu ile hazirlanan karigimlar 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 10 °C’de, 5000 rpm de 10 dakika
santrifiijlenerek 405 nm’de absorbans degisimleri Ol¢iildii. Absorbans oOl¢limleri ve
molar absorbite katsayisi kullanilarak aktiviteler hesaplandi. Olgiimler sonucu elde
edilen verilerle Lineweaver-Burk grafigi Mikrosoft Excel 2010 programi kullanilarak
¢izildi ve her bir substrat i¢in Ky, ve Vs degerleri hesaplandi.

Bir iinite, oda sicakliginda 1 dakikada 1 pM yag asidini agiga c¢ikarmak icin

gerekli enzim miktari olarak belirlendi.
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2.3.6. Ah22 Lipazimin Tekrar Kullamlabilirligi

G. stearothermophilus Ah22 susundan elde edilen hiicreler +4 °C’de 10.000 rpm
de 10 dak. Santrifiijlendikten sonra sivi azot ile dondurularak liyoflizatérde 3 giin
boyunca kurutuldu. Elde edilen numuneden 20 pg alinarak 1000 uL 50 mM tampon
cozeltisi (pH 7,0) ile siispanse edildi. Lipaz aktivitesi ol¢timleri, kurutulmus 6rnek ve
bakteri numuneleri igin pH’ 9,0 olan 50 mM Tris—HCl tamponunda ayr1 olarak
hazirlanmis 0,1 mM pNFB substratinin varliginda oda sicakliginda 5 dakika
inkiibasyonu ile gerceklestirildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerin 151k yolunu
engellememesi i¢in karistm 10 °C’de 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve 405 nm de
absorbans degisimleri kayedildi. Olgiimler enzim aktivitesinin baglangi¢ durumuna gére

yaklagik yariya diisiinceye kadar tekrarlanarak enzimin tekrar kullanilabilirligi test
edildi.

2.3.7. Baz1 Metal Katyonlarinin, Bazi Anyonlarin ve Bazi1 Detarjanlarin Ah22
Lipaz1 Aktivitesine Etkileri

2.3.7.1. Metal Iyonlarimin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

G. stearothermophilus Ah22 susundan elde edilen lipaz aktivitesi lizerine bazi
metal katyonlarinin etkisini incelemek amaciyla, K*, Na’, Mgz+, Mn2+, Ni2+, Ca2+, Fe2+,
Sr** cu®* ve AP iyonlarmin kloriir tuzlar1 ile EDTA kullanildi. Bu tuzlarin 100mM’ ik
stok ¢ozeltileri hazirlanarak karisimdaki konsnatrasyonlar: 0,1 mM, 0.5 mM ve 1,0 mM

olacak sekilde eklenerek, uygun sartlardaki aktiviteleri 6l¢iildii.
2.3.7.2. Anyonlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesine anyonlarin etkisini aragtirmak i¢in OH, N3', CN,, 02042',
S0,%, HCOg, HPO,, PO, ve C032'-anyonlar1n1n sodyum tuzlarinin 100 mM’ lik stok

¢ozeltileri hazirlanarak karisimdaki son konsantrasyonlar1 0,1 mM, 0,5 mM ve 1,0 mM

olacak bi¢cimde eklenerek uygun sartlarda aktiviteler ol¢iildii.
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2.3.7.3. Baz1 Deterjanlarin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bazi deterjanlarin aktivite {izerine etkisini incelemek igin Triton X-114, Triton X-
100, SDS, siv1 bulasik deterjani, toz bulasik makinesi deterjani, tablet bulagik makinesi
deterjani, camasir makinesi deterjan1 ve toz el deterjaninin %10’luk stok cozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan bu stok ¢ozeltilerden reaksiyon karisimindaki miktarlart 100 pL,
200 pL ve 400 pL olacak sekilde alinarak uygun kosullarda lipaz eziminin aktivitesi
Olciildii. Ayrica P-merkaptoetanoliin  (B-ME) karisimdaki konsantrasyonu sirastyla
0,1, 0,5ve 1,0 mM olacak sekilde eklenerek aktiviteler dlgiildii. Elde edilen sonuglar
herhangibir inhibitor madde igermeyen kontrol aktivitesine oranlanarak % bagil

aktiviteler hesaplandi.
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3. BULGULAR

G. stearothermophilus Ah22 susu 5 farkli yag icerikli ayr1 besin ortamlarinda
55°C’de 150 rpm’de ¢alkalayicili hava 1siticisinda biiyiiyiitiildii. Biiyiitme sonrast 650
nm’de yapilan optik yogunluk 6l¢iimiinde en yiiksek deger 1. giin sonunda zeytinyagi
ile findik yaginda go6zlenirken, 5. giiniin sonunda findik yagi ile aygicek yaginda
gozlendi (Sekil 8). Fakat bakterilerin sonikasyon sonrast parcalanma {iriinii olan
membranlarda yapilan lipaz aktivitesi 0l¢iimili sonucunda, en yiiksek aktiviteyi findik
yag1 igeren besin ortaminda biiytitiilen Ah22 susu gosterdi. Bu nedenle membrana bagl
lipaz iiretimi i¢in findik yagi iceren besi ortamu tercih edildi (Tablo 6). Enzim kaynagi
olan hiicreler 72 saat biiyiitlildiikten sonra santrfiij edildi ve 50 mM fosfat tamponunda

siispansiyon edilerek -20 °C’de saklandi.
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Sekil 8. Farkli yag igerikli farkli ortamlarda biiyiitiilen Ah22 susuna ait bakteri biiyiime
grafigi.
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Tablo 6. G stearothermophilus Ah22 susu bakterilerin farkli yag kaynaklarinda
biiylitiildiikten sonra yapilan sonikasyon islemi sonrast membrana bagl

lipaz aktiviteleri.

1. Giin 2.Giin 3. Giin 4. Giin

5. Giin

Aycicek Yagi 0,0 682,5 0,0 0,0
Misir Yagi 4195 323,0 309,5 0,0
Zeytin Yagi 273,0 409,5 4730 0,0
Findik Yagi 2183,9 2910,9 3058,0 0,0
Susam Yagi 2095 2114 222,0 0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

Findik yag1 igeren besi ortmalarinda biiyiitillen G. stearothermophilus Ah22 susu

hiicrelerinin her ¢alismanin basinda hiicre yoginluklarinin ayn1 olmasina dikkat edildi.

Hiicre yogunlugu yaklasik olarak 2,40+0,19 olarak alindi. Caligmada reaksiyon

ortamina katilan yas hiicrelerin kiitlesi yaklasik olarak 1,13 mg olarak hesaplandi.

Liyofilizasyon ile kurutulan hiicrelerin reaksiyon ortamina katilan kiitlesi ise 0,6 mg

olarak tespit edildi.

Her iki hiicre formunda yapilan 6l¢iimde lipaz aktivitesi yas hiicre i¢in 901,1 U/g,

Liyofilizasyonla kurutulmus hiicre i¢in ise 1018,1 U/g olarak belirlendi.

Ah22 susu hiicreleri pNFA, pNFB, pNFO, pNFL substratlar1 varliginda en yiiksek

lipaz aktivitesini pH 9,0’da gosterdigi belirlendi (Sekil 9-12 ).

100

Bagil Aktivite (%o)

3 5 7 9 11
pH

Sekil 9. G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerinin pNFA substrati varliginda pH-

lipaz aktivitesi degisimi grafigi.
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Sekil 10. G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerinin pNFB substrat1 varliginda pH-
lipaz aktivitesi degisimi grafigi.
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Sekil 11. G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerinin pNFO substrat1 varliginda pH-
lipaz aktivitesi degisimi grafigi.
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Sekil 12. G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerinin pNFL substrati varliginda pH-
lipaz aktivitesi degisimi grafigi.
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Ah22 susu hiicreleri pNFA varhiginda 20-40 °C arasinda, pNFB varliginda 20
°C’de, pNFO varligimda 50 °C’de, pNFL substrat: varliginda ise 60 °C’de en yiiksek
lipaz aktivitesini gosterdigi tespit edildi (Sekil 13). Ah22 hiicrelerinin kisa zincirli
yapiya sahip olan yag asitlerini daha disiik sicakliklarda, uzun zincirli yag asitli

yapilarla ise daha yiiysek sicakliklarda hidroliz edebildigi goriildii.
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Sekil 13. G. stearothermophilus Ah22 susu hiicrelerinin pNFA, pNFB, pNFO pNFL
substratlar1 varliginda sicaklik-lipaz aktivitesi degisimi grafigi.
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Membrana bagli lipaz Enzimin aktivite gosterdigi en wuygun substrat
konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, daha 6nceden ifade edilen optimum sartlarda
enzim aktivitesi farkli substratlarin degisen miktarlarina (0,001-0,2 mM) karsi
belirlendi. Substrat olarak p-nitrofenil asetat, p-nitrofenil biitirat, p-nitrofenil oktaonat
ve p-nitrofenil laurat kulanildi. Lineweaver-Burk egrisi yardimiyla her bir substratin K,
Ve Vmaks degerleri hesaplandi. Ky, ve Vinaks degerleri sirasiyla, pNFA icin 0,03 mM ve
0,70 U (Sekil 14 , Tablo 7 ), pNFB icin 0,05 mM ve 3,4 U (Sekil 15, Tablo 7), pNFO
icin 0,12 mM ve 5,2 U (Sekil 16, Tablo 7), pNFL i¢in 0,012 mM ve 0,8 U (Sekil 17,
Tablo 7) olarak belirlendi. Enzim katalitik etkinligi olan Vyas/Km oranina bakildiginda
enzimin en iyi pNFB ve pNFL substratlarinla etkinlestigini sirasiyla bunu pNFO ve
PNFA takip ettigi belirlendi (Tablo7).

6,0 1
o

frp 5,0 7
2
> 40 -
—

3,0 A

2,0 - y = 0,042x + 1,419

R>=0,950
f /IO;( T T T T T 1
-40 -20 0 20 40 60 80 100 120
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Sekil 14. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagl lipazin p-nitrofenil asetat
substrat1 varliginda aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi grafigi.
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Sekil 15. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin p-nitrofenil
biitirat substrat1 varliginda aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi grafigi.
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Sekil 16. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin p-nitrofenil
oktaonat substrat1 varliginda aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi grafigi.
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Sekil 17. G stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagl lipazin p-nitrofenil
laurat substrat1 varliginda aktivitesinin Lineweaver-Burk egrisi grafigi.

Tablo 7. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin bazi kinetik

verileri.

Substrat Kn(MM)  Viaks (U) Vinard/Km (dk™)
p-nitrofenil asetat 0,03 0,7 0,023
p-nitrofenil biitirat 0,05 3,4 0,068
p-nitrofenil oktaonat 0,12 5,2 0,043
p-nitrofenil laurat 0,012 0,8 0,067

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina baglh lipazin tekrar kullanimi
belirlemek i¢in hiicreler ve hiicrelerin liyofilizatorde kurutulmus ve 6giitiilmiis hiicre
bilesenleri kullanildi. Lipaz aktivitesi pNFB substrati varliginda bakildiktan sonra
santrifiij edilerek bir kez 0,05 M pH’1 7,0 fosfat tamponunda yikanip santrifiijlendikten
sonra tekrar aktivite ayn1 enzim kaynagi kullanilarak 6l¢iim yapildi. Yapilan 6l¢timler
sonucunda direk hiicrenin lipaz aktivitesini 4 kullanima kadar muhafaza ettigi 5.
Kullanimdan sonra ilk lipaz aktivitesini %30 oraninda, 6. Kullanimdan sonra ise %50
oraninda kaybettigi tespit edildi (Sekil 18). Hiicrelerin liyofilizatorde kurutulmus ve
ogiitlilmiis tozlar ise ilk kullanimdaki aktivitesini 2. Kullanimda %20, 3. Kullanimda

%40 ve 4. kullanimdan sonra ise yaklasik %70 oraninda kaybettigi belirlendi (Sekil 18).
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Sekil 18. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin pNFB sustrati
varliginda tekrar kullanim grafigi.

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin farkli katyon,
anyon, bilesik ve deterjan ortmalarindaki aktivitesi incelendi. Katyon varliginda Ca*? ve
Ni*? hari¢ lipazin ilk aktivitesini korudugu hatta bazi metallerin varliginda arttidigi

tespit edildi (Tablo 8).

Tablo 8. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagh lipazin bazi katyonlar
varligindaki aktivitesi.

Katyon Adi 0,1 mM 0,5mM 1,0 mM
Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%)
Cu*? 106 111 108
Al 105 107 104
Mg*? 107 101 98
Ca* 100 81 70
Ni*2 109 68 63
K* 99 101 99
Na* 103 104 104
Mn*?2 103 107 123
Srt? 100 97 97

Bazi anyonlarin sodyum tuzu varliginda membrana bagli lipazin davranist
incelendi. N3, CN, HCOj3 gibi anyonlar varliginda lipazin ilk aktivitesini ¢ok az
miktarda arttigi, diger kullanilan anyonlar avrliginda ise ilk aktivitesini %20-30

oraninda kaybettigi tespit edildi (Tablo 9).
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Tablo 9. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin bazi anyonlar
varligindaki aktivitesi.

Anyon Adi 0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM
Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%) Kalan aktivite (%)
NaNj3; 109 107 102
NaCN 105 100 102
Na,SO4 89 91 89
Na,PO, 79 82 81
Na,CO3 65 78 70
NaHCO3; 105 112 106
Na;HPO, 97 91 91
NaHSO3 89 91 92
NaOH 83 79 77
NaC,04 72 71 82

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin EDTA varliginda
diisiik konsantrasyonlarda aktivitesinin degismedigi 1,0 mM EDTA konsantrasyonunda
ilk aktivitesini %21 oraninda kaybettigi belirlendi. B-ME varliginda lipazin ilk
aktivitesini %50 oranindan fazlasini kaybettigi belirlendin (Tablo 10).

Tablo 10. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagh lipazin EDTA ve B-ME
varligindaki aktivitesi.

Konsantrasyon 0,1 mM 0,5 mM 1,0 mM
Kalan aktivite  Kalan aktivite ~ Kalan aktivite
(%) (%) (%)
EDTA 100 91 79
B-ME 57 16 10

Ah22 hiicre membranina bagh lipazin farkli deterjan ve deterjan hammaddeleri
varliginda biiyiik oranda inhibe oldugu tespit edildi. Yalnizca sivi bulasik deterjaninda

lipaz aktivitesini %80-90 oraninda koruyabildigi tespit edildi (Tablo 11 ).
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Tablo 11. G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagl lipazin bazi deterjanlar
varligindaki aktivitesi.

Deterjan Adi %01,0 %02,0 %04,0
Kalan aktivite ~ Kalan aktivite ~ Kalan aktivite
Triton-X100 89 67 49
Triton-X114 48 41 24
SDS 52 43 32
Camagir Makinasi Det. 22 17 11
S1v1 Bulasik Det. 91 83 53
Tablet Bulasik Mak. Det. 19 16 13
Toz Bulasik Mak. Det. 22 17 12
Camasir Toz El Det. 20 16 14
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Giinlimiizde baz1 endiistri alanlarinda kimyasal islevlerin yerini enzimatik
reaksiyon islevleri almaktadir. Enzimlerin endiistri alaninda yaygin olarak
kullanilmamasinin sebeplerinden biri enzimlerin saflastirilmalarinin zahmetli ve pahali
islemler olmas1 ve diger sebepler arasinda enzimlerin tek kullanimdan sonra tekrar geri
kazanilmasinin ayr1 bir maliyet gerektirmesidir. Giinimiizde saf enzim kullanimini
yayginlastirmak, geri kazanimini kolaylistirmak ve maliyeti diistirmek igin
immobilizasyon teknikleri kullanilmaktadir. Fakat bu islemlerde ilave maliyete sebep
olmaktadir. Bir bagka yontem tam hiicre immobilizasyondur. Genellikle bu yontem
ekstraselliiler enzim tiretebilen hiicreler i¢in kullanilmaktadir. Bu ¢alismada ekstra bir
enzim saflastirma ve immobilizasyon uygulamasina ihtiya¢ duyulmadan direk hiicrenin
kendisi enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Hiicreler sivi halde kararlililarin1 kismende
olsa yitirebilmektedirler. Bu ¢alismada hiicreler liyofilizatérde kurutularak toz halinde
de lipaz kaynagi olarak kullanildi. Calisma sonucunda G. stearothermophilus Ah22

susu hiicrelerinin her iki halde de lipaz aktivitesi gosterdigi ispatlandi.

G. stearothermophilus Ah22 susu hiicreleri membrana bagl lipazi en ¢ok findik

yag1 iceren ortamda Urettigi belirlendi.

pH enzim aktivitesinin ifade edilmesinde onemli faktorlerden biridir. Enzimin
kullanilabilecegi endiistriyel kosullardaki verimli sekilde kulanilmasi i¢in 6nemli bir
parametredir. Bakteriyal lipazlar, birka¢ asidik lipaz hari¢ genelde alkali veya notral
pH'larda aktivite gosterirler (Pascoal vd., 2018). Ah22 hiicresi membrana bagli lipaz en
yiiksek aktivitesini tiim substratlari i¢in pH 9,0’da gosterdi. G. stearothermophilus Ah22
susundan kismi olarak saflastirilan intraseliiller lipazin en yiiksek aktiviteyi p-nitrofenil
asetat icin pH 9.0’ da, p-nitrofenil biitirat i¢cin pH 8.0-9.0°da, p-nitrofenil oktaonat i¢in
pH 9.0’da ve p-nitrofenil laurat i¢in ise pH 10.0 ve 11.0 arasinda gosterdigi belirtilmistir
(Ekinci, 2015). Bununla birlikte literatiirde yapilan incelemelere gore Bacillus cereus
C71’dan saflastirilan lipaz i¢in optium pH degeri 9.0 olarak (Chen vd., 2007),
Pseudomonas stutzeri PS59 susundan saflastirilan lipaz igin optimum pH 8.5 olarak
(Li vd., 2014), Pseudomonas stutzeri LC2-8 ve Bacillus sphaericus MTCC 7542
lipazlart i¢in optimum pH degeri 8.0 olarak (Cao vd., 2012; Tamilarasan ve Kumar,

2012) kayedilmistir. G. stearothermophilus Ah22 memebranina bagl lipazin optimum
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pH bakimindan literatiirle uyumlu oldugu gozlendi.

G. stearothermophilus Ah22 hiicrelerinin kisa zincirli yapiya sahip olan yag
asitlerini daha diisiik (20-40 °C) sicakliklarda, uzun zincirli yag asitli yapilarla ise daha
yiiksek (50-60 °C) sicakliklarda hidroliz edebildigi goriildii. Bakteriyal lipazlar
genellikle en yiiksek aktiviteyi 30-60 °C sicaklik araliginda gostermektedirler. G.
stearothermophilus Ah22 susundan kismi olarak saflastirilan intraseliiller lipazin, p-
nitrofenil oktaonat substrati i¢in 50 °C, p-nitrofenil laurat substrat1 i¢in ise 60 °C’de en
yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir (Ekinci, 2015). Literatiirde mevcut farkl
organizmalardan isole edilmis lipazlarin optimum sicakliklar1 G. stearothermophilus
Ah22 memebranina bagh lipaz ile benzerlik gdsterdigi tespit edilmistir. Bunlardan
bazilari, Mortieralla alliacea lipazinin 50 °C (Jermsuntiea vd., 2011), Bacillus
coagulans BTS-3, Bacillus stearothermophilus P1 ve Staphylococcus aureus
lipazlarmin 55 °C (Sinchaikul vd., 2001; Kumar vd., 2005; Sarkar vd., 2012), Bacillus
thermoleovorans ID-1,  Geoacillus sp. SBS-4S ve Thermomyces lanuginosus
lipazlarinin 60 °C’de (Lee vd., 2001; Tayyab vd., 2011; Zheng vd., 2011) en yiisek
aktivite gostredikleri belirtilmektedir. Bununla birlikte farkli mikroorganizmalardan
saflagtirilan lipazlarin optimum sicakliklar: 20 °C (Li vd., 2014; Florczak vd., 2013) ile
80 °C (Chen vd., 2007) arasinda degismektedir. Ah22 susu hiicre membranina bagh

lipazin orta derecede termofilik davrandig: tespit edildi.

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin pNFA sustrati
varliginda 0,03 mM Ky, ve 0,7 U Vas degerine, pNFB sustrati varliginda 0,05 mM K,
ve 3,4 U Vpas degerine, pNFO sustrati varliginda 0,12 mM Ky, ve 5,2 U Vas degerine,
pNFL sustrat1 varliginda 0,01 mM Ky, ve 0,8 U Vas degerine degerlerine sahip oldugu
Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek hesaplandi. Ah22 hiicre membranina bagl lipazin
en iyi biitirat ve laurat yag asitlerine sahip substratlariyla etkilestigi belirlendi. G
stearothermophilus Ah22 susundan izole edilen lipazin K, degerleri p-nitrofenil asetat
icin 0,156 mM, p-nitrofenil biitirat i¢in 0,018 mM, p-nitrofenil oktaonat i¢in 0,190 mM
ve p-nitrofenil laurat icin 0,55 mM olarak, Viaks degerleri ise sirasiyla 0,52 EU mg,
1,03 EUmg™, 0,72 EU mg* ve 0,15 EU mg * olarak belirtilmistir (Ekinci, 2015). Ayrica
bu enzimin ilgisinin en fazla pNFB sustratina oldugu belirtilmistir (Ekinci, 2015).

Literatiirlerde yer alan bazi ¢alismalarda pNPL’mn substrat olarak kullanildiginda,
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Bacillus sp.’den saflastirilan lipazin Ky, Ve Vmas degerleri sirasiyla 0,5 mM ve 0,139
uM/min/mL (Nawani, vd., 2006b), Aureobasidium pullulans HN2.3 lipazinin 0.608 mM
ve 0.039 mM/dak (Liu vd., 2008), Anoxybacillus flavithermus HBB 134 lipazinin 83.47
uM ve 500 EU/mg protein olarak belirlenmistir. Substrat olarak p-nitrofenil palmitat
(pPNPP) kullanildiginda bu degerler sirasiyla, Spirulina platensis lipazi i¢in 0,02 mM ve
38,9 umol dak™ mg™ (Saygideger Demir ve Tiikel, 2010), Bacillus stearothermophilus
MC 7 lipaz1 i¢in 0,33 mM ve 188 uM /dak.mg (Kambourova vd., 2003) ve
Burkholderia multivorans V2 lipazi i¢in 1,56 mM ve 5,62 pmol /dak.mg (Dandavate
vd., 2009) olarak bildirilmistir. Tayyab vd., (2011) Geoacillus sp. SBS-4S lipazinin,
PNPA substrast1 varliginda K ve Viaks degerlerini sirasiyla 3.8 mM ve 2273 pumol dak*

mg* olarak belirlemislerdir.

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagli lipazin tekrar kullanimi
belirlemek igin hiicreler ve hiicrelerin liyofilizatérde kurutulmus ve 6giitiilmis hiicre
bilesenleri kullanildi. Yapilan 6l¢iimler sonuncunda hiicrelerin lipaz aktivitesini 4.
kullanima kadar ilk aktivitelerini korudugu, liyofilizatérde kurutulmus kurutulmus
hiicrelerin ise ilk kullanimdan sonra aktivitelerinin diistiigii gozlendi. Her ne kadar
hiicre bagina diisen membrana bagli lipaz aktiviteleri biribirine yakin olsa da Ah22 susu
hiicrelerin direk enzim kaynagi olarak kullanilmasinin tekrar kullanim agisindan daha

verimli olacag: tespit edildi.

G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranima bagh lipazin aktivitesini, Ni*? ve
Ca*? katyonlar1 hari¢ calismada kullanilan diger katyonlarin fazla degistirmedigi
belirlendi. Sodyum tuzu N3, CN’, HCOj3 anyonlarinin Ah22 membran lipazinin
aktivitesini ¢ok diisiik oranda arttirdigi, PO,3, CO3%, OH", C,0,2 anyonlariin %20-30
oraninda, SO,?, HSO3, HPO,? anyonlarinin ise yaklasik %10 oraninda diisiirdiigii
gozlendi. EDTA lipaz aktivitesini %10-20 oraninda azaltirken, B-ME ise %90 oraninda
azaltig1 belirlendi. Calismada kullanilan deterjanlarin, Ah22 membranina bagh lipaz
aktivitesi lizerinde oldukca etkili oldugu ve aktiviteyi disiirdiigi tespit edildi.
Deterjenlerin lipaz aktivitesi iizerine bu denli etkili olmas1 ¢aligmada kullanilan lipazin
membrana bagli oldugunu ispatlamaktadir. Deterjen etkisi ile bozulan membran

biitiinligiiyle lipaz aktivitesi de diismektedir.

Sonu¢ olarak; G. stearothermophilus Ah22 hiicre membranina bagl lipazin
40



oldukca yiiksek aktivite gosterdigi ve bu aktivitenin hiicre i¢i mevcut olan lipaz
aktivitesinden bagimsiz oldugu gozlendi. Uzun karbon zincirine sahip yag asitlerinde
50-60 °C sicakliklarda rahatlikla kullanilabilecegi belirlendi. Bununla birlikte anyon ve
katyonlar varliginda aktivitesinin fazla degismedigi, ancak deterjanlar ve B-ME
varliginda aktivitesinin kayda deger oranda azladig1 tespit edildi. Kurutularak toz haline
getirilen hiicreler de lipaz kaynagi olarak kullanilabilecegi, fakat tekar kullanim

acisindan yas hiicrelerin kullaniminin daha verimli olacagi belirlendi.
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5. ONERILER

Bu c¢alisgmada kullanilan yeni bir termofilik bakteri olan Geobacillus
stearothermophilus Ah22 susundan lipaz enzimi kismi olarak daha once yapilan bir
calismada kismen saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Bu tezde bu bakterinin hiicre
dis1 membrana bagli lipaz da iretebildigi belirlendi ve bu lipaz karakterize edildi.
Uretilen lipazin saflastirmaya ve immobilizasyona gerek duyulmadan kullanilabilecegi
gbzlendi. Ayrica yas hiicrelerin, kurutularak toz haline getirilmis hiicrelere oranla daha
fazla tekrar kullanilabildigi belirlendi. Bununda kurutulmus hiicrelerin reaksiyon
ortaminda hemoliz olmasindan kaynaklandigr diisiiniilmiiktedir. Bundan dolay1
liyofilizasyon ile kurutma asamali olarak yapilarak hiicre dayanikligi artirilabilir.
Bununla birlikte yas hiicrelerin uygun tam hiicre immobilizasyonu gerceklestirilerek
tekrar kullanimi arttirilabilir. Boylece endiistriyel kullanimda enzim tekrar kullaniminin

artirilmasiyla maliyet daha da diisiirtilebilecektir.
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