770593

TCC.

DICLE UNIVERSITESI
N BILIMLERI ENSTITUSU

KATI FAZ FERMANTASYON TEKNIGI ILE
RMOTOLERAN Bacillus coagulans’ TAN EKSTRASELULER
LiPAZ ENZimi ORETIMI

Mehmet Hiseyin ALKAMN

YUKSEK LISANS TEZi

( KIMYA ANABILIM DALI )

DIiYARBAKIR
HAZIRAN-2005



DICLE UNIVERSITESI

T.C ‘

FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU

DiYARBAKIR

M. Hiiseyin ALKAN tarafindan yapilan bu ¢aligma, jiirimiz tarafindan Kimya

Anabilim Dalinda YOKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmigtir

Jiiri Uyesinin

Unvam Adt Sovadi
¥ —
Bagkan: Prof. Dr. Cetin AYTEKIN € C“«“—-\

Uye : Yrd. Dog. Dr. Ziibeyde BAYSAL sman) é! E
Uye : Yrd. Dog. Dr. Fikret UYAR %f/‘t

Yukaridaki bilgilerin dogrulugunu onaylarim.

........



TESEKKUR

Laboratuar ¢aligmalarimda degerli fikirlerinden yararlandigim Kimya Béliimii
Biyokimya Anabilim Dali Baskani Sayin Prof. Dr. Cetin AYTEKIN’ e tesekkiirlerimi
ve saygilarimi sunarim.

Yiiksek Lisans g¢aliyjmamda bilgi ve deneyimlerini benimle paylasarak ihtiyag
duydugum her konuda yardimlarim esirgemeyen Damigsman Hocam Sayin Yrd. Dog. Dr.
Ziibeyde BAYSAL’ a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel ¢aligmalar asamasinda yardimlarim gordiigiim Yrd. Dog. Dr. Fikret
UYAR ve Dr. Mehmet DOGRU’ ya gostermis olduklan yakin ilgi ve yardimlarmdan
dolay1 gok tesekkiir ederim.

Calismalarrm swrasinda manevi desteklerini  esirgemeyen aileme ve
arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alismada kullamlan kimyasal maddeler DUAPK-03-FF-67 nolu proje ile
karsilanmuistir. Bu vesile ile Dicle Universitesi Arastirma Fonu Koordinatorliigii® ne
tesekkiir etmek isterim.



ii

ICINDEKILER
TESEKKUR ......ooveeterrereressesssssessesssssssssssessssssssesssssssassassosssssssessesssssssassssessssssessssassoss i
ICINDEKILER ...t sseencscssesasssessssnsssssessssssssssesssessassssesssssensasnsasasasssssssessans ii
AMARC ... eererertrrrecesteesttrsneeseseesesnessnsssneressessssasssnssensesessssesssessesenseassrasessssessnsensans \%
OZET ...orirrereernssussesinssssssinss et ssssssssessesssssssssasesassassesssesssasssssasssssssssssessssssasssasssssnsans vi
SUMMARY ....tititientnnteninetsessessssssssssstessessnssesesessssesasatensessessssssssessanssnsssasessassans vii
Lo GIRIS ceeeeeereerenessensessaresasessesssssesessesessstsssessssessasssasssssssssesessssessesessssssasantessesssaosas 1
L1 EDZIMIET ...cciiiiireeneitcntteriencrnntsseeseeestscaesaevaessesansssssnesssssaessessessesssersosssassassessesas 4
1.2, HIAIOIAZIAT ....ccovineriecieerniecentcscete et sesee et stre e sse st et sase s ssasessessassansensone 5
1.3, LIPAZIAT ..coverneriiiicnicenrinentenecniesctenctensssesesesesssnsessanssessasastassstassnsssessssensnsssasas 5
1.4. Lipazlarin Katalizledigi TepKimeler ......ccc.coeereerereereerrerereesnesnnieeesnssesssenens creeaeens 7
14,1, HIATOUZ ...vvueeeeienrencerecrricniennessistestensenassnessssessesssanesseseessssessensonsessessensassssssens 7
142, ESTEIIESIME ......ccneeenicnieereeneceseetsensaesnnsssasesessssensanssensssssesssssssssssnenssnesassen 7
1.4.3. TranseSterlESIME.........cecverrrrereerieeeeransaissesreseessessesseessessesseenssssssnsssesssmssssssesses 7
1.5. Lipazlarin Reaksiyon MeKanizZmasi........co.uuuuecreereeeeeresensncsessssesssseseensseescosensonesens 8
1.6. Lipazlarin Kullanim Alanlari.........cceceeeirieiicrerneerneceeereineeseessseeescecseessneessensnons 9
1.6.1. Siral BileSIiKIETin SENtEZI ......ccecerereenrerrerrernrenareneieserescsssesesstsssesessensssesesns 9
1.6.2. Karbohidrat ESter Sentezi ..........cceeveeurrueereeirnienineceseisseesseeseseenseseeensseees 10
1.6.3. Poli Doymamus Yag Asitlerin Elde EAiIMesi .....oveeeeeeeeeeeveeeereeeereveeneseenenns 10
1.6.4. Biyolojik Aktif Bilegiklerin SEntezi...........covevevveercereeriieeeesereereseseessesseseenas 11
1.6.5. Parfiimlerin ve Tatlandirici Esterlerin UTetimi .............ovcveveeeeseesneessesseresnes 11
1.6.6. Yapisal Lipitlerin Sentezi..........cocereeerrirrrrireeireeerernseereesnesesesissesesossassssesens 11
1.6.7. Organik Karbonatlarin Sentezi..........c...oeuveeeeereeseeereensesescsseeessessessaseesnen 12
1.6.8. Deterjanlar..........ccoceveieieueiierereieeeeteeeesiesees et seseseasenesseseessessssasessanas 12
1.7. Ekstraselliler ENZIMIET .......cccoucuiiricieiecieicieisinicteisierssesisevecsssatenssseesensnsesessssacssas 12
1.8. Fermantasyonun Genel Prensipleri..........ocuvoveeeueeerieienceeeieeseesereesenssssssssssseneas 14
1.9. Kati-Faz Fermantasyonu (Solid State Fermentation; SSF).......cevueeeeeesereeerenns 14
1.9.1. SSF’ in Genel OZEMKIETi ........ccvurerernnrrenrnssssnssssssessssnsssssssssesessesessssssesnne 15
1.9.2. SSF’ in SIF’ € GOre AVantajlart ..........ccovererecerreiereiieeseiscssenessssensssesssesenrenns 15
1.9.3. SSF’ in Kullanim AlBnlar ..........cccceevvemrererenreeverneviecrscseeessessersseesesesesesas 18
1.9.4. SSF’ te Dikkat Edilecek HUSUSIAT.............ccoeereeeieiicirnnicresrenneerasesenssessenas 19
1.9.4.1. Mikroorganizima SEGIMi..........ccceeverruererererereernessscsssesseecssesssssssssssssacns 20

1.9.4.2. Substrat SECIMI .....cuoueecrcccerrertreerssnseeesesssnaiasssesesesesessassenesssressssens 20



iii

1.9.4.3. Substratin Parga BUylkKIGgii.......occeeveercerinirinnnnninnnininnniieneensesineans 20
1.9.4.4. NEem MIKIATL ..eoueeceerreerrrerreinninsessnesiesississsisisissiesissssnisessssmesnesssesas 21
1.9.4.5. INKTIDASYON SUTESI . v.vererceererrrereresesssenassssssssasasssssssesssenescasesasessssensncacns 21
1.9.4.6. Sicaklik ve pH’ nin EtKiSi ...ccoveereceeseenennenenniinininiiininiicnienncenees 21
1.9.4.7. EKIMN MIKEATL ...cveviieccnnnrecresnessnsnnsnnssesssssssssssssssssssesssssssssssssessesssssonses 22
1.9.4.8. Substratin Otoklavlanma SUESi......c.ceoeerervinrerinnninsinnnsenecsinienissnnenes 22
1.9.4.9. Fermentoriin Calkalama-Kangtirilma ve Havalandirilmasi................... 22
1.9.4.10. Kat1 Besiyerine Katilan Karbon ve Azot Kaynaklarinin Etkisi............ 23

2. ONCEKI CALISMALAR..........oooteeeeteerenreresssensesssasesssssssssssssessssssasssssssssssasesssessnsas 24
3. MATERYAL Ve METOD ......ccconiiiirnruivininiercsncnnnnnsessessnesisssssessesessessnescssssessessnsssssns 28
3.1. Kullanilan Kimyasallar ..........cccoereerrnnnnrnrneennniinrinisiniseneseesaiassssass 28
3.2. Kullanilan CIRAzZIar ...........cceeeeeveeeieeenennieertecisrnestsenreeseeeeesseeenesessessesssesnsonesns 28
KT T 2 1503 4 1 v (OO RR 28
3.3.1. Katl BESIYETI coeeeueeercieceerureseererereeennrensesunssessssuesstssorsssmsessereseesescesesncesessasens 28
3.3.2. SIVI BESIYET .. uieuiinieiiiiicientiniectnnensteesesesesenessaseseessessnsessesssesssssssssnssssness 29
3.3.3. SSF BESIYET...ccereemcruecrrreerreernenenresessesseosessessssesstesessessesneasnssasssesnsnssssssossones 29
34, COZEIICT .....ceceeceeeeeeeeceeecrecesseeeceesaeseeesaesesasnessessssensssosaeaseessasesasssnesseessesssaasssasns 29
3.4.1. Tampon COZEIIET.........ccorvereeuererererrerenecererestesinsesseseseeeenesaresesseessesssssssenes 29
3.4.2. ALKl COZEIIST ..ccneeenerneeeieeiereerceeerneeseeeeesesentessosasteesassensesesesnassassasessessnsens 29
3.4.3. Folin REaKLifi ...ccocueiririiieriiiciciinccrcnnrnencsicsecsiccecsaeiesestencnrsnsensanssenans 29
3.5. MIKIOOTAMIZINA. ...c..ceeruerrerreansenaraseresaneseressesssessassasssscessesssersssessessnsessasssassasssnsanes 29
3.6. SSF’ t€ ENZim UTEtM ..c.cccuurumerenecunneseneenaeeseesersseesserscssecsssessssssesssesssesssssssesass 30
3.7. ENZIm EKSFaKSIYOMU .....ccccceerererrrrercreesssaesssecessasssenessasesesssssasesssasasasessassssasessansssses 30
3.8. Enzim AKHVIte TAYINI.....ccccceeererreerreeerecerreereeansecerserosssnesassessassessassassssesssssesasssans 30
3.9. Standart Egrinin Hazirlanmast .......c..coeeeeeceeneennieccneninnsenenesseesseseseesessseessasesaenns 30
3.10. Protein MiKtar TayiNi.......c.ccocerceenersienieneesenrennenuesiesssscssessessessosessessessesasssessassases 31
3.11. Uygun Inkiibasyon Siiresinin Saptanmasi..........cccereeeeeeeerereeesesesssssseesesssesesesenes 31
3.12. S1CaKBBIN ELKIST c.coovevuiereeseeneeceeniniieraenaeesiessessessasseessessesesssessesssessessessasssensorsassas 31
3,130 PH DN BHKIST c.veeiininiiiiininicistnntneneneenesanseestessessesssssssssasensnssesnsssesssssasassans 31
3.14. Uygun Yag ve Uygun Yag Derisimi Belirlenmesi ......c.cccceeeeeevenvrevrenrecreernennen. 32
3.15. Azot KaynaKlar: EtKiSi.......cccceceeereereerereeenrereesasessessessessassessssasssesassassessesaesaesans 32
3.16. Azot-Karbon Kaynaklar EtKisi .........cecceerveereerreesrensieesienseeniensneseeessessuesssessseenne 32
3.17. Karbon Kaynaklar EtKiSi.....c.cceeveeerreereectrrenseererrcncsessensanesersessnnsssesesssesessnssnnenes 32

3.18. Surfaktant EtKiSi......cocvvceurscrensisunisiniinirnnenceencsenisunissscsnineseseesesesasnensnessasasess 32



v

3.19. Metal IYOnIarin BLKiSi .......c.ceeeueeeeeseeesesesesessssssssssssssasssessassscsencncnsasasassssscses 33
4. BULGULAR. ......tieieeecretrcnretreseressesessssssessessatessessessssssserersssssssssssssssssessasssessssssessanes 34
4.1. Farkli Substratlarla Bacillus coagulans’ tan Lipaz AKtIVItesi ........coccvvereernnnenne 34
4.2. Lipaz Aktivitesinde Inkiibasyon STIESi .........ceccurerercurerercererencscreeecsennasescansncecenee 34
4.3. Optimum PH ...ttt s ns 34
4.4, Optimum S1CAKIIK ......coveeiereereererrerenieecntirtnisrsncsie st ssesses st sesessesssessense 34
4.5. Lipaz Enzimi Uzerine Surfaktantlarin BtKiSi........ccccecereeesereeesrereressesesessssssessenses 34
4.6. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farklt Yaglarin EtKisi .......ccceerreerercrsrsreseerenesesensesenens 35
4.7. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Zeytin Yag1 Konsantrasyonlarin Etkisi............. 35
4.8. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarinin EtKiSi..........cceeevevererererenens 35
4.9. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Azot-Karbon Kaynaklart EtKisi .......c.ceceeevennne. 35
4.10. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Karbon Kaynaklart Etkisi ..........cccceveiererernnne 35
4.11. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Metal Iyonlarin EtKisi .......cccecereerercreneerennnne. 36
5. TARTISMA ve SONUGCLAR ........ccoiiiiinrieneneereteesteiestssesassestsssasassesassesassasassesenss 37
6. TABLOLAR, SEKILLER ve RESIMLER............ccoecetriemeieneneeceenccscssesenesesssesssssnns 40
T.EKLER ......cocotieeteeererenesirssesesessssesassesssssssossesessssessesssessasessessssssessassssssssessassnsasensassnsass 48
Ek.1. Tampon Hazirlanmasl.........cceeveeereererceesneeseroneeseenerseeentsseassesnssssaseesassssassasaassasses 48
Ek.2. Alkali Cozeltisinin Hazarlanmasi........c..ccooueeereeeesreeseeceeecreecereesreessreecsveessvennns 48
Ek.3. Folin Reaktifinin Hazirlanmasi ..........ccceceeceeeenirnnecnciennnnnesnnnneessessssssessessnsnns 49
8. KAYNAKLAR ...ttt eseraessseesasessesasssssassessnssssasssasssssssesasssessesnsenneesses 50
9. TABLO LISTESI......etitrteteeereeceetetevereccesesesesssesessssssssssssssesssssssssssssssnsssssmenessssesnses 59
10, SEKIL LISTESI ...ttt ssesesesesesesstsssssssssssssssesosssssnsssssnsssssans 60
11 RESIM LISTESI .....ooeeeeeerercrereereeseresenesseesssesessssassesssassesssssssssssesssosssssssssnsssasens 61

12, OZGECMIS ...ttt ssc st s s s s sns s s snssssssasensnsssessenssssssensasns 62



AMAC

Son yillarda diger tekniklere nazaran daha fazla iiriin elde edilmesinden &tiirii,
Kati-Faz Fermantasyon Teknigi (SSF) endiistriyel alanlarda gittikge biiyiik bir dnem arz
etmektedir.

Caliymada deterjan, ilag, organik biyosentez, kozmetik vb. sanayi alanlarinda
onemli bir yer tutan lipaz enziminin ucuza ve yiiksek verimde iiretilmesi hedeflendi. Bu
amag dogrultusunda uygun bitkisel atiklardan yararlanarak; ekonomik olmasi, az yogun
is gict gergeklestirmesi ve kisa siirede sonug vermesinden dolayr SSF teknidi
kullanildi.

Enzim iretim kaynag olarak Cermik Belkis Hatun Termal Kaplicalar® ndan
izole edilmis olan Bacillus coagulans segilerek lipaz enziminin iretilmesi ve bu enzim

i¢in optimum kogullarin belirlenmesi amagland.



vi
OZET

Biyoteknolojide enzimlerin kullanim giiniimiizde giderek 6nem kazanmaktadir.
Bu enzim gruplarindan biri de lipazlardir. Bu enzimler yaglarin modifikasyonunda genis
bir kullamm alanma sahiptirler. Ilag sanayinde (sindirim enzimleri, gliseridleri
hidrolizleyen enzimler) ve temizleyicilerde (deterjan katki maddesi) sik sik
kullamlmaktadirlar.

Lipazlarin SSF teknigi ile iiretilmeleri son yillarda biiylik bir ticari 6nem
tagimaktadir. Bu amagla SSF teknigi ile lipaz enzimi iiretiminin incelendigi bu
calismada Bacillus coagulans biyolojik materyal olarak kullanilmugtir.

Hangi substrat ortaminda daha iyi lipaz iiretildigini tespit etmek igin kavun,
karpuz, piring, muz, mercimek kabugu ve bugday kepegi substrat olarak kullanildi.
Enzim iiretimi agismndan kavun kabugu en iyi substrat olarak segildi (78.100 Ug™).
Enzim karakterizasyonuna yonelik daha sonraki g¢aligmalarda da substrat olarak
kullamidi.

Enzim igin uygun inkiibasyon siiresini, optimum pH ve optimum sicaklif
belirlemek i¢in yapilan deneylerde uygun inkiibasyon siiresi 24. saat, optimum pH: 7.0,
optimum sicaklik 37 °C olarak bulundu.

Lipaz enzimi iiretimi iizerine farkli yaglarin etkisini incelemek igin zeytinyag,
musiryadl, aycicekyagi, soya yag ve tribiitirin igeren kepekli ortamda bakteri iiretildi.
En iyi aktivitenin % 1 zeytinyag iceren kepekli ortam ile elde edildigi goriildii. Enzim
aktivitesi {lizerine uygun zeytin yag1 derisimini belirlemek i¢in farkli yag
derisimlerinde (% 1; 2; 3; 4; 5; 6, 7) hazrlanan besi yerinde bakteri
tiretildi. En iyi zeytin yagi derisiminin % 2 oldugu tespit edildi. Daha sonraki
agsamalarda bu derigim kullanilarak enzim iiretimi iizerine sodyum dodesil siilfat (SDS),
Triton X-100, gum arabik, polietilenglikol gibi surfaktantlarin ve farkli karbon ve azot
kaynaklarinin etkisi incelendi. Yapilan deneyler sonucu sirasiyla SDS, nisasta, maltoz
ve NH4NOj ile maksimum aktivite elde edildi.

Metal iyonlarmin enzim iiretimi {izerine etkisi incelendiginde, Ca'® iyonlarmnin
enzimi %105 aktive, Mn'? ve Ni**’ nin ise enzimi sirasiyla % 32 ve % 26 diizeyinde
inhibe ettigi belirlendi.

Anahtar kelime: Bacillus coagulans, SSF, lipaz iiretimi
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SUMMARY

Use of enzymes has been attracted considerable interested in biotechnological
areas. One of these group of enzymes is lipases. These type of enzymes are widely used
in fat modifications, drug industry (digest enzymes), clinical areas (hydrolyzing the
glycerides) and as cleaner (detergent additives).

Lipase production with SSF technique is the subject of recent extensive
investigation since this technique is become a commercially important process. For this
reason, our project aims to produce lipase with SSF technique by using Bacillus
coagulans as a biological material.

Melon, water melon and banane waste, rice and lentil husk and wheat bran were
used as substrate to determine the best substrate. Melon waste was found to be the best
substrate for the production of enzyme (78.100 Ug™) and therefore, used as a substrate
for further studies.

Appropriate incubation time, optimum temperature and optimum pH were found
24 h, 37 °C and pH: 7.0 respectively, for the enzyme.

To investigate the effect of various oils on lipase production, bacteria was
produced in growth medium which obtained from olive oil, sunflower oil, corn oil, soya
oil and tributyrin. Olive oil (1 %) gave the best result. Bacteria was produced in growth
medium which containing different olive oil concentrations (1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 %) for the
effect of olive oil concetration on enzyme activity. Appropriate olive oil concentration
was found to be 2 %. The effect of different surfactants such as sodium dodecyl
sulphate, Triton X-100, gum arabic and polyethylene glycol (PEG) and different carbon,
nitrogen and carbon-nitrogen containing compounds were examined by using above
concentration of olive oil. Obtained results indicated that maximum activity was
observed in the following order; SDS, starch, maltose and NH4NOs.

Finally, the effect of metal ions on enzyme production was tested and it was
found that enzyme was activated 105 % by Ca’* ion but inhibited 32 % and 26 % by
Mn”" and Ni**, respectively.

Keywords: Bacillus coagulans, SSF, lipase production



1. GIRIS

Mikroskop yardimiyla goriilebilen gogunlukla tek hiicreli basit yapidaki
organizmalara mikroorganizma denir. Onemli mikroorganizma gruplann bakteriler,
mantarlar, algler, protozonlar ve belirli sartlarda canlilik 6zelligi gésteren viriislerdir.

Mikroorganizmalar, insan saglig: ve giinlilk hayatimizla dogrudan ilgili canlilardir.
Bunlarn bazilar1 faydali, bazilari ise zararhidir (1).

Bugiin diinyanin hemen hemen her yerinde insan yasam kalitesini
artirmak ve yasami Kkolaylastirmak amaciyla mikroorganizmalarin bazi
faaliyetlerinden yararlanilmaktadir. Mikroorganizmalar metabolizmalar1 sonucu bazi
bilesikler salgilar. Baz1 organizmalarin salgiladig: bilesikler bugiin tip, besin endiistrisi
gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Nitekim mikrobiyal son iiriin olan organik asitler,
amino asitler, niikleik asitler ve onlarla iligkili bilesikler, vitaminler, enzimler, steroid
hormonlar ve antibiyotiklerin ¢ok ¢esitli alanlarda kullamldiklari bilinen bir gergektir . Bu
O6nemli bilesikler 6zel bazi mikroorganizmalar, 6zel bazi ortamlarda gelistirilerek elde
edilirler. Bu ortamlarin hazirlanmasinda maliyetin ucuz olmasi i¢in organizmanin en ¢ok
gereksinim duydugu karbon kaynagimin ekonomik degeri diisiik maddelerden saglanmasi
gerekir.

Bir mikrobiyal tiriiniin iiretilebilmesi i¢in;

1) Organizmaya

2) Organizmanin istedigi ortamin hazirlanmasina gereksinim vardir.

Endiistriyel mikrobiyolojik islemlerde, ozellikle fermantasyonlarda kullanilacak
organizmalarin insanlarda herhangi bir hastalifa neden olmamasi, verim giiciiniin
yiiksek olmasi, sahip olduklar1 &zellikleri kaybetmemesi ve iiretim ortaminda hizh
¢ogalmas: gerekir. Diger taraftan organizmanin ortamina koyacagimz ve iiretecegi
liriinlin esas ham maddesini olusturacak organik maddenin, kolayca, bol miktarda ve
ucuza bulunabilen bir madde olmas: gerekir.

Endiistriyel mikrobiyolojide bazi iriinleri iiretmek igin daha gok mantarlar ve
bakterilerden yararlanilmaktadir (2).

Kisa zincirli alkollerin ve asitlerin esterlesme iiriinleri gida, icki, kozmetik ve
farmasotik sanayinde tat ve aroma bilegeni olarak kullamilmaktadirlar. Uzun zincirli
asitlerin kisa zincirli alkollerle esterlesme iiriinleri gida, deterjan, kozmetik ve
farmasétik endiistrisinde katki maddesi (emiilsifier) olarak énemlidirler. Uzun zincirli yag



asitlerinin metil ve etil esterleri dizel yakit olarak kullanilabilen degerli oleokimyasal
bilesenlerdir. Uzun zincirli yag asitlerinin yag alkolleri ile esterlesme {iriinii olan yiiksek
molekiil agirlikli esterleri, mumlar (vaks esterleri) ise, kozmetikte yumugatici, gida ve
farmasotik sanayinde katki maddesi ve yiiksek hizda cahisan basing sistemlerde
yaglayic olarak endiistriyel kullanimlar: son yillarda biiyiik bir artis gdstermektedir. (3,
4,5).

Organik bilesiklerin en 6nemli sinifim olugturan esterler, agil gruplarinin

1) alkoller ve karboksilik asitler arasinda (esterlesme),

2) esterler ve asitler arasinda (asidoliziz),

3) esterler ve alkoller arasinda (alkoliziz),

4) ester ve gliserol arasinda (gliseroliziz) ve

5) iki ester arasindaki (transesterlesme) degisimi ile tiretilebilirler.

Giinlimiizde esterlerin ¢ogu ya kimyasal yontemlerle sentezlenirler ya da bitkilerden
ekstrakte edilirler (4). Bitkilerden ekstraksiyon diigiik miktarlarda gergeklesir, elde edilen
{iriin pahalidir ve endiistriyel kullanim igin kimyasal olarak tiretilirler (6). Yiiksek molekiil
agirhkh esterlerin kimyasal iiretimi genellikle, ZnCl,, SnCl, ve FeCls gibi orta derecede
asitlife sahip katalizor varhifinda, yiiksek sicaklikta ve ¢ok sayida basamak iizerinden
gergeklesir. Tepkime sonunda ¢ok miktarda yan iiriin olustugu igin {irtin olusumu azdir,
kataliz6riin ortamdan ayirilmasi giigtir, istenen {iriin metal kirliligi igerir (7, 8). Kimyasal
olarak iiretilen iiriin, bitkilerden ekstrakte edilen iiriine kiyasla daha ucuzdur, ancak
dogal degildir. Bu iiriinlerin kimyasal yapilarimin istenen kalite ve saflikta olmas: igin
gerekli olan ek ayirma iglemleri de maliyeti arttirmaktadir. Bu nedenle, proses ¢evre
agisindan da uygun olmamaktadir. Dogal ya da dogala 6zdes esterlere olan talebin siirekli
olarak artmasi bu iiriinlerin biyoteknolojik proseslerle iiretilmelerini giindeme getirmistir
(9). Bu nedenle bu esterlerin iiretiminde katalizor olarak enzimlerin kullanilmast, hizli bir
gelisme g6stermektedir (5, 10, 11, 12).

Dogada var olan farkli enzim sayis1 25.000 oldugu tahmin edilmektedir (11, 13, 14).
Giiniimiizde bunlardan sadece 4.000 tanesi tammlanmstir (11). Deterjan ve gida
endiistrilerinde ise yaklagik olarak 50 enzim kullaniimaktadir (14). Hidrolazlar,
endiistriyel olarak kullanilan enzimlerin % 80’ ini olugturmaktadirlar (11). 1993 yilinda 1
milyar dolar olan diinya enzim pazar degeri, 2001 yilinda 1.63 milyar dolar' a yiikselmistir
(14). Enzimlerin sentetik organik kimyada kullanimlar1 Sekil 1.1.'de verilmistir. % 40 lik
pay ile hidrolitik tepkimeler birinci sirayr almaktadir. Hidrolitik tepkimeleri katalizleyen



hidrolazlar grubu arasinda yer alan lipazlar, enzim pazarinin % 10’ unu olusturmaktadir ve

bu pay giderek artig gdstermektedir (15).

Enzimlerin endiistride kullanimlan incelendiginde (Sekil 1.2), 1.63 Milyar dolar olan
diinya enzim pazarinda % 33 ile deterjan endiistrisi birinci sirada yer almakta, bunu nigasta

% 12 ve tekstil sanayi % 11 izlemektedir.

B Oksijenaz Tepkimeleri % 24
Dehidrojenaz Tepkimeleri % 25

-

% 10)
B3 C-C bag sentezi % 4

& Hidrolitik Tepkimeler % 40
(Lipazlar

[ Digger Tepkimeler %7

Sekil 1.1. Enzimlerin sentetik organik kimyada kullanim pay:

% 33

.W.
a
m

@ Nisasta % 12

B Tekstil % 11

0 Digerleri % 44

Sekil 1.2. Enzimlerin diinya pazarindaki paylari

Enzimler arasinda yaygin kullanim alanina sahip olan lipazlar, sulu ortamlarda

hidroliz tepkimelerini katalizlerler; susuz ortamlarda ise tepkimeyi terse dondiirerek



esterlesme ya da transesterlesme tepkimelerini katalizlerler. Lipazlar, gok sayida
esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiikk sicakhikta katalizlemeleri,
susuz ortamlarda kararl ve ucuz olmalar, ester bagina spesifik olmalari, yiiksek substrat
secimlilikleri ve yan iirlin olusumunu dnlemeleri nedeniyle kimyasal kataliz6rlerin
alternatifidirler (4, 16, 17, 18). Ayrica bu enzimler toksik olmamalan ve biyolojik olarak
bozunabilmeleri nedeniyle ¢evre dostudur. Bununla birlikte, her bir sentez spesifik bir
problemdir, uygun lipaz se¢imi ve deney kosullarmin optimizasyonu, yiiksek verim elde
etmek icin Snemlidir.

1.1. Enzimler

Enzimler protein yapisinda olan biyokatalizérler olarak tanimlanirlar;
hiicre i¢indeki reaksiyonlar1 ve hiicre disinda hem dogal hem de dogal olmayan
substratlar ile ilgili tepkimeleri katalizlerler. Katalizor olarak enzimler asagidaki
ozelikleri gosterirler;

» Dar sicaklik (genellikle 20-40 °C) ve pH araliklarinda 1limli kosullar altinda
kullamlirlar,

» Secimlilikleri az ya da ¢ok olarak degisebilmesine karsin, katalizlenen
tepkimelerde stereosegimli, substrat igin yliksek se¢imli olabilirler,

» Katalitik aktiviteleri, var olan substratlar, lirlinler ve diger bilesenlerin
derisimleri ile 6nemli Slgiide etkilenebilir,

Uretim siiresinin uzamasi, kararsiz olmalar, yiiksek fiyat, substrat
secimlilikleri, enzimlerin sentetik kimyada katalizér olarak kullanilmalarinda en
Onemli sorunlardir. Bununla birlikte, yeni endiistriyel gereksinimler, kimya ve
biyolojideki yeni geligmeler ile bu anlayis degismektedir. Bunun farkli nedenleri

vardir:

stereosegimli glarak tiriifilere donitistiigiint gostermektedir.
¥ Hem enzim tutuklanmasi ve karartiligi i¢in hem de prosesterin Slgek
biiylitmesi i¢in yeni teknikler gelistirilmektedir.
v Rekombinant DNA teknolojisi, enzimlerin diigiik maliyetle tiretilmesi ve
istenen 6zelliklere sahip enzim liretimine olanak saglamaktadir.
Enzimlerin kullanilmasiyla ¢ok sayida organik reaksiyon, 6rnegin, siral ara

tirtinlerin, sekerlerin, niikleotidlerin ve ilgili bilegenlerin doniigiimii; amino asitler,



sekerler ve seker fosfatlar1 gibi fizyolojik aktif bilesenlerin sentezi; peptidlerin ve
proteinlerin doniigiimii; ve iginde klasik kimyasal yontemlerin de kullamilmak
zorunda kalindig1 diger doniisiimler gergeklestirilebilir. Sentetik organik kimyada
enzimlerin kullammina y6nelik yapilan aragtirmalar, biitiin kayith olan uygulamalarin
% 65’ inin hidrolitik (% 40) ve dehidrojenaz (% 25) tepkimeleri oldugunu gdstermistir.
Bununla birlikte dehidrojenaz uygulamalar1 ¢ogunlukla mikroorganizmalarin, az
sayida izole enzimlerin kullamlmasiyla gergeklestirilir. Enzimlerin kullamldig: bir diger
onemli tepkime, oksijenazlarin kullanildig: tepkimelerdir (% 24), enzimatik karbon-karbon
sentezi ile ilgili az sayida kayit vardir (% 4). Enzim Kkatalizli biitiin diger tepkimeler
toplamin % 7’ sini olusturur (14).

Giiniimiizde var oldugu tahmin edilen 25.000 enzimden yaklagik olarak 4.000 tanesi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (TUBMB) tarafindan siiflandiriimigtir.
Cogunlugu hidrolazlar, transferazlar ve oksidorediiktazlar olmak iizere yaklagik 400 tanesi
aragtirmalar igin ticari olarak elde edilmektedir (13, 14).

Enzimler arasinda hidrolazlar, endiistriyel biyotransformasyonlarda en ¢ok
kullanilan enzimlerdir (19).

1.2. Hidrolazlar

Hidrolazlar (E.C.3), C-O, C-N, C-C ve fosfatlarda P-O baglarinin hidrolitik
par¢alanmasini katalizlerler. Yag asitlerinin esterlesmesi ve polisakkaritlerin,
nitrillerin, proteinlerin, lipidlerin hidrolizini gergeklestirir. Bu enzimlerin ¢ogu
deterjan endiistrisinde ve gida endiistrisinde, proteinleri, karbonhidratlar1 ve

yaglar pargalamak igin tepkimelerde kullanilir (19).
1.3. Lipazlar

Lipazlar agil gliserollerin yag asitlerine, diagil gliserol, mono agil gliserol ve
gliseridlere hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Aym1 zamanda transesterifikasyonla
esterlerin sentezini de katalizlerler. Bu enzimler bakteriler, mayalar ve mantarlar
tarafindan salgilanmaktadirlar ( 20, 21, 22, 23).

Lipazlar, 6zellikle su-yag ara fazi arasindaki i¢ yiizeyde substrata kars1 katalitik
etki gostererek trigliseritleri digliserit, monogliserit, gliserol ve yag asitlerine

hidrolizlemektedirler. Aym zamanda su ile karigmayan organik c¢oziiciilerde lipit



substratlarin esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarimi katalizlemektedirler
(24).

Co0

Hidrofobik bitim

Substral

' Su-yag arayizeyi

Glikozilleasnig
NH:  ay

Sekil 1.3. Lipaz molekiilii (25)

Lipazlar; esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta
katalizlemeleri, susuz ortamlarda kararli ve aktif olmalari, kofaktdr gerektirmemeleri,
yiiksek katalitik glicleri, ucuz olmalar, segimli olarak spesifik yag asidi degistirmeleri,
ester bagina spesifik olmalar, substrat secimlilikleri ve yan iiriin olusumunu &nlemeleri
nedeniyle yaygin olarak kullanmilirlar (4, 5, 16).

Lipazlar basitge uzun zincirli agil gliserollerin hidrolizini katalizleyen karboksil
esterazlar olarak da tammlanirlar.

0

oo~ o o
Lipaz W
O%)j\/\(\/)n/\ +3 H,0 # OH + 3HO n

Triagilgliserol Gliserol Serbest yag asidi
Sekil 1.4. Lipazlarin katalitik hareketi (26)

Mikrobiyal lipazlarin biyoteknolojde kullamilmasinin baglica nedenleri;
1) Organik ¢oziiciilerde kararl olmalar



2) Kofaktére ihtiyag duymamalar

3) Genis bir substrat spesifikligine sahip olmalar1

4) Yilksek enantiyoselektiflik gostermeleridir (24,26).

Lipazlar indikleyicilerin varhginda sentezlenirler. Bunlar arasinda bugday

kabugu, piring, zeytinyag, dekstrinler, seker pancar sayilabilir (27).

1.4. Lipazlarn Katalizledigi Tepkimeler

Lipazlar hidroliz, esterlesme ve transesterleyme tepkimelerini katalizlerler.

Transesterlesme tepkimeleri, esterdeki agil grup degisimi, bir asit ile yapihiyorsa
asidoliziz, bir alkol kullaniliyorsa alkoliziz, bir bagka ester durumunda interesterlesme ve
bir amin kullaniliyorsa aminoliziz adim alir. (28).

1.4.1. Hidroliz

I I
R,—C—O0—R, + HO =— R,—C—OH + R,—OH

1.4.2. Esterlesme

0 O
[l Il

1.4.3. Transesterlesme
1.4.3.1. Asidoliziz
0 Q 0 0
—_—C—()— - il fl
R,—C—O0—R, + Ry—C—OH =—> R;,—C—O0—R,+ R,—C—OH

1.4.3.2. Interesterlesme
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1.4.3.3. Alkoliziz

0 0
I I
R,~-C—O—R, + R,—O0H =—> R,-C—0—R; + R,—OH

1.4.3.4. Aminoliziz

O 0
Il [
R,—C—O—R, + R;~NH, =— R,—C—0O—NHR, +R,—OH

1.5. Lipazlarim Reaksiyon Mekanizmasi
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Sekil 1.6. Lipazin reaksiyon mekanizmasi (20)

[1] Lipidin baglanmasi; niikleofilik serin artigimin hidroksil grubundaki oksijen
atomu lipid ester bagimn karbonil karbon atomuna atak yapar. [2] Tetrahedral bir gegis
iirlinGi olugur. Bu olusan ara iiriin peptitte bulunan N-H gruplarimin etkisi ile stabilize
edilir. Histidin substratin ayrilan alkol bilesenine bir proton verir. [3] Olusan agil enzim



(kovalent ara iiriin) serin artifiyla esterlesir. Ortamda bulunan su molekiilii komsu
histidin atiiyla aktivite edilir ve kovalent ara iirliniin karbonil karbon atomuna
niikleofilik atak olur. [4] Histidin arti§1 aktif serin artiina bir proton verir. Serin ve agil
arasindaki ester bagim kirar ve agil iiriin serbest kalir (20).

1.6. Lipazlarm Kullanim Alanlan

Lipazlarm kullaim alanlari, siral bilesenlerin sentezi, ester sentezi, poli doymams
yag asitlerinin elde edilmesi, biyolojik aktif bilesenlerin sentezi, parfiimlerin ve
tatlandiric1 esterlerinin iiretimi, yapisal lipidierin sentezi ve organik karbonatlarin
sentezi olarak smiflandirilabilir (29). Lipazlarin endistrideki uygulama alanlar1 Tablo 1.1.
de verilmigtir.

Tablol.1. Lipazlann endiistride uygulama alanlan (28)

Endiistri Kullamm

Siit tiriinleri endiistrisi Peynir lezzetini artirmak
Peynir olusumunu hizlandirmak
Tereyag ve krema lipolizi

Serbest yag asitleri iiretimi Sabun tiretimi
Yiiksek degerlikli poli doymamusg yag asitleri tiretimi

Yapisal lipid tiretimi Ucuz girdi ile kakao yag tiretimi

Degerli terap6tik ve besinsel 6zellikte lipidlerin iiretimi
Yag asidi esterleri Gida endiistrisi

Vaks esterleri tiretimi (6zel yaglama yag: ve kozmetik)
Pahah kimyasal ve Optik olarak saf madde {iretimi
farmasttik endiistrileri

1.6.1. Siral Bilegiklerin sentezi

Enzimler stereosegimlilikleri nedeniyle optikge aktif bilesik sentezinde biiyiik
potansiyele sahiptirler. Lipazlar ile gerceklestirilen optik ayirma prosesleri tipik olarak, ya
bir esterin rasemik karigiminin enantiyoseg¢imli hidrolizi (6rnegin iki izomerden sadece
bir tanesinin hidrolizinin tercih edilmesi) ya da bir asit/ester rasemik
enatiyosecimli esterlesmesi/transesterlesmesi ile esterden asidin ayrilmasi seklinde
gergeklesir. Bu tiir gegitli lipaz katalizli siral sentez yontemleri endiistride kullanilir (19).



10

1.6.2. Karbohidrat Ester Sentezi

Diisiik toksiklik ve biyolojik olarak bozunabilen yiizey aktif maddeler
(surfaktantlar) olan karbohidrat monoesterleri, deterjanlarda ve gida iriinlerinde (gida
emiilsifiye edici olarak) uygulamalara sahiptir. $ekerlerin bolgesel segimli
monoagilasyonu, kimyasal olarak gerceklestirilirse, ¢esitli korunma ve korunmama
basamaklarini igerir. Oysa lipaz katalizli esterlesme tek bir basamakta bolgesel segimli
monoagilasyonu verir. Ornegin, etil glukozidin 6- konumunun lipaz katalizli segimli
acilasyonu deterjan uygulamalarinda kullamilan bir iiriin verir. Sekerlerin monosiibstitiie
akrilik asit tiirevleri (geker akrilatlar1) lipazlar ve proteazlar kullanilarak, sekerler ve akrilik
asit arasindaki transesterlesme tepkimeleri ile hazirlanirlar. Bunlar hem hidrojellerin hem
de yiiksek hidrofilik lineer polimerlerin sentezi i¢in kullamlmaktadirlar. Bu polimerler,
hem enzim tutuklama hem de materyallerin kontrollii salimmu, biyomateryaller, siiper
absorplayict polimerleri igeren c¢esitli potansiyel uygulamalara sahiptirler. Sekerlerin
disiibstitiie akrilik asit tiirevleri de hazirlanabilir; bunlar hidrojeller i¢in ¢apraz baglama
maddesi olarak kullamilirlar. Sekerlerin hidrofilik yapisi nedeniyle, gapraz baglama
maddeleri hidrojeller ile uyumludur. Ayrica, seker diakrilatlari hem kimyasal hem de
biyolojik olarak bozunabilmeleri nedeniyle, elde edilen hidrojeller de kimyasal ve
biyolojik yolla bozunurlar.

Lipaz katalizli geker ester sentezi lizerine yapilan aragtirmalarda, sekerlerin
karboksilik asit ile esterlesen alkol bileseni gibi gorev yaptiklar1 belirlenmigtir. Bununla
birlikte geker asitlerinin alkollerle esterlesmeleri de miimkiindiir. Ornegin, glukuronik asit
ve askorbik asitten (C vitamini) Candida antarciica lipaz ile ester tiretilmektedir (19).

1.6.3. Poli Doymamis Yag Asitlerin Elde Edilmesi

Eikosepentaenoik asit, dokosahekzanoik asit ve gama-linolenik asit gibi poli
doymamis yag asitleri (PUFA), temel diyet bilesenleri olarak bilinirler. PUFA’ lar,
cuhagigegi, hodan ve borage, Borago officinalis), balik vb gibi yaglarda diger yag asitleri
ile birlikte bulunurlar. Temel yag asitlerinin medikal uygulamalarda ve gida
katkilarinda kullamlmalari i¢in bu kaynaklardan segimli olarak ayrilmalan
/zenginlestirilmeleri  gerekir. Substrat segimli lipazlar kullanilarak  biyolojik
kaynaklarindan PUFA’ larin saflagtilmasi igin prosesler gelistirilmektedir. Tipik bir
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proses, ya yagin secimli lipaz katalizli hidrolizini ya da sabunlagtirmanin yagdan yag
asitleri karisiminin segimli esterlesmesini kapsar (19).

1.6.4. Biyolojik Aktif Bilegiklerin Sentezi

Alkoloidler, terpenoidler, antibiyotikler vb. gibi farkli biyolojik aktif bilesenlerin
lipazlar ile sentezlendikleri belirtilmektedir. Ornegin, mezo-konfigiirasyonlu
siklopentandiol tiirevleri, lipaz katalizli hidroliz ile ya da esterlesme ile farkl iiriinleri
iiretmek iizere asimetrize olabilirler. Bu enantiyomerik monoasetatlarin her ikisi de
prostaglandinlerin sentezinde kullamlabilmektedirler. (19).

1.6.5. Parfiimlerin ve Tatlandirici Esterlerin Uretimi

Tatlandiricilar i¢in diinya pazarindaki pay1, toplam gida katkilan pazarnin 1/4' iinii
olusturur. Dogal kaynaklarindan tatlandiricilarin ekstraksiyonunun pahali ve gii¢ olmasi
nedeniyle, tatlandiric: lipaz katalizli sentezi giderek 6nem kazanmaktadir (9,14). Lipazlar
kullanilarak sentezlenen kisa zincirli yag asitlerinin esterleri meyve tatlan
olusturmada kullanilirlar. 2-fenil asetat, etil kaproat ve izoamil asetat gibi parfiim
esterlerinin susuz ortamda lipaz katalizli sentezi yiiksek verimlilikle

gergeklestirilmektedir (19).
1.6.6. Yapisal Lipitlerin Sentezi

Yapisal lipidler, ya kisa zincirli yag asitlerinin (SCFA) ya da orta zincirli yag
asitlerinin (MCFA) veya bunlarin her ikisinin uzun zincirli yag asitleri (LCFA)
ile karigimimi igeren triagilgliserollerdir; ve aym gliserol molekiilii {izerinde
esterlestirilmeleri tercih edilir. Yapisal lipidler, metabolik kosullar ve hedeflenen
spesifik hastaliklar igin titizlikle hazirlanabilmeleri nedeniyle insan
beslenmesinde biiyiik bir potansiyel olustururlar. SCFA’ larin MCFA’ ya ya da
LCFA’ lardan birim agirlik bagina daha az kalori saglamalari nedeniyle, diisiik ya da
az kalorili yaglar olarak tamimlanabilirler. SCFA ve LCFA’ nin kombinasyonu,
diisiik kalorili bir yag olan Salatrim’ in kimyasal sentezi Nabisco Foods Group
(East Hanover, NJ) tarafindan yapilmigtir. Salatrim, propiyonik asit, biitirik asit

ve stearik asitten olusur ve gida endiistrilerinde kullanilir. Yapisal lipidlerin lipaz
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katalizli sentezi, trigliserid molekiiliine spesifik yag asitlerinin saklanmasi

uygulamalarinda hizl1 gelismeler yasanmaktadir (19).

1.6.7. Organik Karbonatlarin Sentezi

Organik karbonatlar (R;OC(O)OR:), suyun c¢ok az oldugu ortamlarda
karbonatlar ve alkollerden lipaz katalizli transesterlesme ile sentezlenebilirler.
Esterlerin tepkimelerine benzer olarak karbonatlarin kullanildigi  transesterlesme

tepkimelerinin yiiksek stereosegimli olduklar bildirilmektedir (19).

1.6.8. Deterjanlar

Hidrolitik lipazlarin ticari anlamda en 6nemli kullanim alanlarindan biri
deterjanlardir. Ev ve endiistride ¢gamasir ve bulagik yikamada kullanilir. Enzimlerin

yaklasik % 30’ u deterjan sanayisinde kullaniimaktadir (26).

1.7. Ekstraseliiler Enzimler

Bakteri kaynakli enzimler ilag liretimi, mayalama, yiyeceklerin saklanmasi gibi
biyoteknoloji alanlarinda gittik¢e 6nem kazanmaktadir (30).

Bir bakterinin &zgiil ozellikleri (bir karbohidrati kullanma, amino asitleri
sentezleyebilme, vb. ) belirli bir enzim ya da enzimleri sentezleme yetenegine sahip
olmasina baglidir. Bir bakteri tiiriinii diger bir tiirden farkli kilan neden belirli
enzimleri sentezleme yeteneklerindeki farktan kaynaklanir. Birgok bakterinin iiredigi
ortama salgiladiklar enzimlerin temel fonksiyonlari; mikroorganizmaya kullanilabilir
besin saglamak ve enfeksiyon iglemlerinde saldirgan mekanizma olarak is gormektir
31).

Basiller, kolay iiremeleri ve korunmalarinin zor olmamasi nedeniyle enzim
tiretiminde kullanilan en uygun bakteri tiirlerindendir (30).

Bir mikrobiyal {iriiniin {iretilmesinde iiriin ve kullanilacak mikroorganizmalarda
aranan 6zellikler Tablo 1.2’ de belirtilmigtir (2).
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Tablo.1.2. Mikrobiyal iiriin {iretiminde iiriin ve kullanilacak mikroorganizmalarda

aranan 6zellikler

Mikroorganizma Uriin
Kolay hazirlanabilen basit kiiltiir Son iiriiniin toksik olmayis1
Mikroorganizmamin genis substrat 6zelligine lyi lezzetli olusu

sahip olmasi, bagka bir ifadeyle farkli karbon
kaynaklarindan kolayca faydalanabilmesi
Kontaminasyon igermemesi

Uremenin siispansiyon seklinde olusu

Fermentasyon ortamindan kolay ayrilmasi

Atilabilir atiklar olusturmasi

Enerji kaynaklarinn etkili kullanimi

Genetik degisime elverisli olusu

Yiiksek miktarda protein ve yag igermesi
Yiiksek karbon-biyomass doniisiimii
saglayabilmesi

Inorganik azot tuzlarmi azot kaynaf
olarak kullanabilmesi ve bunlari hizh1 bir
sekilde organik azota doniistiirebilmesi

Derin  kiiltir  yontemiyle  {retiminin
yapilabilmesi

Genis pH aralifinda tireyebilmesi

Yiiksek oranda sindirilebilmcsi
Besin degerinin yiiksek olmasi
(amino asit ve yag

kompozisyonu iyi olan biyomas
vermesi)

Protein ve yag igeriginin yiiksek

kalitede olmasi
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1.8. Fermantasyonun Genel Prensipleri

1.9. Kati-Faz Fermantasyonu (Solid State Fermentation; SSF)

SSF mikroorganizmalarin susuz veya suyun az bulundugu kati ortamlarda
fermantasyon yapmasidir. Bununla beraber substrat mikroorganizmalarin metabolizmasi
ve biiyiimesi i¢in yeterli neme sahip olmalidir. Bu y6ntemde &zellikle ekonomik
Onemi olmayan tarimsal sanayi atiklar substrat olarak kullanilarak ekonomik 6nemi
yiiksek olan yem, besin, ilag ve tarima dayal endiistriyel {irlinlerin {iretilmesi diisiik
maliyetle ve hizl1 bir sekilde saglanabilir (32,33).

Fermantasyon teknifinin tarihine kisaca bir goz atacak olursak, degisik
zamanlarda bazi bilesiklere olan gereksinimin son derece artmasi, baz1 bilesiklerin
biyosentez yolu ile iiretilmesini zorunlu kitmistir. Ozellikle II. Diinya Savas: sirasinda
cok sayida yaralimin enfeksiyondan 6lmesi sebebiyle A. FLEMING’ in 1928’ de
kesfettigi penisilinin genis gapta liretimini zorlamis ve savas sirasinda sakin bir sehir
olan Peorial’ daki (US) zirai aragtirma laboratuarinda toplanan baz1 bilim adamlarinin
biiyilik gayretleri ile penisilin, P.chrysogenum denilen mantar kullamlarak genis ¢apta
tiretilmeye baglanmigtir. Penisilin tiretimi SmF(Submerged Fermentation) yéntemiyle
gelistirildigi igin ve diinya savasi siiresince penisilinin ¢ok 6nemli olmasindan
dolay: SmF fermantasyonla bilesik olusturmada model teknoloji oldu. Aragtirmacilar
zamanlarim ve dikkatlerini SmF {izerine yogunlagtirdiklar1 ig¢in muhtemelen
bilinmeyen SSF ihmal edildi. Yine de 1950-1960 yillarinda SSF sistemleri {izerine
kiigiik capta aragtirmalar bagsladi. Steroid déniisitmii mantar kiiltiirleri kullanilarak
agiklandifinda yavas ta olsa SSF’ e egilim artarak devam etti. SSF icin bir diger
kilometre tag1 1960-1970 yillarinda bu y6ntemle mikotoksinlerin iiretimi oldu. Tarimsal
sanayi atiklarindan proteince zenginlestirilmis biiyiikbas hayvan yemi {iretimi biiyiik
bir faaliyet olarak agiklanmaktadir. Boylece diigiik maliyetli atiklarin degerlendirilmesi
icin SSF tek yol olarak onerildiginden birgok aragtirmaci bu yontem ile ilgilenmeye
bagladi (32,34).

Son 15-20 yilda SSF ile ilgili ¢aligmalar yeniden hiz kazanmigtir. Nisastali
maddelerden protein bakimindan zenginlestirilmis hayvan yemi iiretimi, orman ve
tarimsal atiklardan tek hiicre proteini iiretimi, manyok kokii ve sekerpancarindan etanol
tiretimi bu galigmalara 6rnek olarak verilebilir (35).
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1.9.1. SSF’ in Genel Ozellikleri

SSF tekniginde SmF tekniginden farkli olarak fazla miktarda sivi bulunmaz.
Fermantasyon ortami; kullamgsiz kati substrati, mikrobik hiicreleri, sporlari ve
fermantasyon siiresince ortaya ¢ikmig bir takim metabolitleri igerir (35).

Teorik olarak su etkinligi baz alindiginda SSF i¢in en uygun organizmalarin maya
ve mantarlar oldugunu sdyleyebiliriz. Ozellikle mantarlar, iirettikleri enzimlerin
ekstraseliiler olmasi ve bu nedenle fermantasyon ortamindan kolaylikla
ayrilabilmelerinin yaninda enzim iiretme amaciyla mantar kullamm GRAS (Generally
Regarded As Safe) 6zelliginden dolay1 daha giivenlidir (36, 37).

Bakteri kiiltiirlerinin yiiksek miktarda suya ihtiyag duymalar, bunlarin SSF i¢in
uygun olamayacaklarimi diislindiiriir. Ancak bu durumun aksine yapilan galigmalar,
bakteri kiiltiirleriyle de SSF yontemlerinden basarili sonuglar c¢ikarilabilecegini
kanitlanmigtir (38).

1.9.2. SSF’ in SmF’ e Gore Avantajlar

SSF teknigi SmF teknigine gore birgok avantaja sahiptir. Bunlar:
v" Kompleks makinalar, ekipmanlar ve kontrol sistemleri gerektirmemesi
v Elde edilen iiriin diigik hacim igerisinde dagilmis oldugundan

saflastirilmasinin daha kolay ve masrafsiz olmasi

Fermantasyon ortamimin az suya ihtiya¢ duymas:

Fermantasyon ortaminin kolay havalandirilmasi

Bakteriyel kontaminasyon riskinin diigiik olmas1

Fermantasyon i¢in az alan gerektirmesi

Fermantasyon ortamnin kolay hazirlanmas:

Diisiik maliyetle yinelenebilir olmasi

Dogrudan sporlarin kullanilabilmesi

Az miktarda atik su olugsumu

Cok miktarda tiriin eldesi

Diisiik enerji ihtiyac: olarak siralanabilir (32,39,40).

SSF’ te katabolit represyon minimize edildiginden, SmF’ te cok dnemli olan

A N N N N N N N N
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katabolit represyon SSF’ te pek onem tagimamaktadir. Mantarlar da ksilanaz tiretimi
katabolit represyon tarafindan diizenlenir. SmF tekniginde ksiloz, glukoz gibi
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indirgenmis sekerlerin fermantasyon ortaminda birikmesinin ksilanaz {iretimi izerinde
olumsuz etki yaptif1 belirtilmistir. Bu nedenle SSF yontemiyle, ksilanaz enzimin de
i¢inde bulundugu farkli hidrolitik enzimlerin bazi1 mikroorganizmalar tarafindan yiiksek
miktarlarda tiretildii tammlanmgtir (41).

SSF teknigi enzim iretiminde harika bir potansiyele sahiptir. Bu teknikte
ozellikle ilgi c¢eken nokta ham substratlarin dogrudan enzim kaynad: olarak
kullanilabilmesidir. SmF teknigiyle enzim iiretiminin maliyeti yiiksek oldugundan SSF
teknigi ¢ok daha cazip bir metod olarak diigiiniiliir (42).

Aym mikroorganizma kullanilarak SSF ve SmF tekniiyle enzim iiretiminin
karsilastirilmasi Tablo 1.3’ te gdsterilmigtir (43).

Tablo 1.3. SSF ve SmF' in iiriin veriminin kargilastinimasi

Uriin Mikroorganizma  Karsilastimlan ~ SSF SmF
Paremetre
Alfa - amilaz Streptomyces Verimlilik (U min” 206 643-804
megasporus mg protein™)
Seliilaz Bacillus subtilis Toplam enzim 12 1
Seliilaz Trichoderma sp. Maliyet (US $/ks) 0.2 20
Ligninaz Phanerochaete Aktivite 6 1
chrysosporium
Mangan peroksidaz Phanerochaete Aktivite 10 1
chrysosporium
Mangan peroksidaz Panus tigrinus Toplam enzim 7 1
aktivitesi
Poligalakturonaz ~ Bacillus spMG - Uretim U/gvs  23.706 360
cp-2 U/ml
Tannaz Rhizopus oryzae Aktivite (U/) 32.76 23.86
Ksilinaz Streptomyces sp. 203 81
QG-11-3
Kisilinaz Penicillium Katabolik Yok Var

canescens 10 -10c  represyon

Genellikle SmF kiyaslandifinda SSF° te {irlin veriminin daha yiiksek oldugu
s6ylenebilir. Bunun nedeni mikroorganizmanin SSF’ te dogal ortamina daha yakin
olmas1 ve buna bagli olarak daha etkin aktivite gosterebilmesidir (32).

SSF’ te maksimum verime ulagabilmek igin, kullanmilan mikroorganizmanin g¢evre
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kosullarnm1  bilmek ¢ok  onemlidir (35). SSF  yontemlerinde daha
yiiksek miktarda iiriin elde etmenin yam sira, az miktarda yan {riiniin olusmas1 ve
ekstre edilen enzimin yiiksek kararlilik gostermesi bu teknigin diger, nemli
avantajlaridir (44).

Steril edilmis ve sogumaya birakilmig kat1 besin ile ekim materyalini olugturan besi
yeri (SSF) ¢ok 6zen gosterilmese dahi, kontaminasyon nadiren gergeklesir. Bu
durum sistemin diisiik su igeriginden dolay:r mikroorganizmalarin geligmesine
imkan vermemesiyle ilgili olabilir. Bunun yaninda SSF sistemlerinde yiiksek oranlarda
ekim yapmak da kontaminasyon problemini ¢ozmede etkilidir.

Bazi SSF yontemlerinde fermente edilmis biyolojik materyalin ¢alkalama ortamina
birakilmasi, hiicrelerin kati substrat yiizeyine yapismalarina engel oldugundan iiretilen
enzim miktarinda diigiise neden olur. Bu duruma &zellikle Aspergillus niger ve baz
Rhizopus tiirlerinde rastlanir. Ancak bakteriyel SSF yontemlerinde ilk gelisme fazi
sliresince salgilanan ekzopolisakkaritler yardimiyla bakterilerin kati parcaciklara
yapigmalar geri doniistimsiiz olarak gerceklegir (38).

SSF yontemlerinin bir bagka nemli avantaji fermente edilmis kati substratin
enzim igerigiyle birlikte kurutulmasina imkan tammasidir. Kuru, fermente edilmis
substrat kurutma oncesi % 5-10" lik etanol ile muamele edilip hiicrelerin inaktif
olmas1 saflamrsa enzim aktivitesinde ciddi bir kayip gézlenmeksizin bir yil kadar
korunup, saklanabilir (38).

SSF’ te yaygin olarak kullanilan ve birgok arastirmaci tarafindan uygun olarak
belirlenen substratlarin baginda piring ve bugday kabugu, dari, msir, soya fasulyesi,
muz kabugu, manyok, kahve samani ve patates artiklar1 gibi tarimsal iiriinler gelir (45,
46). SSF’ te kullamlan gesitli substratlar, iiriin ve mikroorganizmalar Tablo 1.4’ te
belirtilmigtir (43).

SSF teknigini gelistirmeye yonelik degisik parametrelerle yapilan gahsmalarda, her
bir parametrenin toplam enzim {iretimi {izerinde etkili oldugu gibi organizmanin enzim
sentezleyebilme yetenegini de etkiledigi bildirilmistir (39, 45).



Tablo 1.4. SSF’ te siklikla kullanilan baz: substratlar
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Substratlar Uriin Mikroorganizma
Badem gevregi L ipazlar Rhizopus oligosporus
Elma artiklar1 ve arpa kabugu  Boya pargalayici White - rot fungi

Muz kabugu Ligninolitik enzimler Pleurotus sp.

Kakao peltesi Endopoligalakturonaz Peacilontyces clavispors
Manyok ve soya artiklar Aroma Rhizopus

Hindistan cevizi kabugu Lipazlar Candida rugosa

Kahve artiklar: Yemeklik mantar Pleurotus ostreatus
Misrr piiskiilleri Seliilotik enzimler Fusarium oxysporum
Linyit Cozlintir 6zellikte k6miir  Trichoderma atroviride
Portakal kabugu Pektinaz Thermoascus attrantiacus
Bazi meyve artiklan Sitrik asit Aspergillus niger

Soya hamuru Proteazlar Penicillium sp.

Tahiti thlamuru Pektinazlar Aspergillus sp.

Ahududu tohumu kanigtinlmis  Neomisin Streptomyces marinensis
bugday

1.9.3. SSF’ in Kullanim Alanlar

SSF, birgok alanda kullamlmaktadir. Tarimsal sanayi atiklarmin biyolojik olarak

detoksifikasyonu, ekin veya ekin artiklarimin besinsel olarak zenginlestirilmesinin
biyodoniisiimii, biyo-iyilestiricilerin iiretimi, bakteriler tarafindan aynigtirilabilen zehirli
bilesiklerin ortadan kaldirilmasi, antibiyotikler, alkaloidler, bitki biiylime faktorleri,
enzimler, organik asitler, biyopestisitler ve aroma bilesiklerinin {iretilmesi gibi
islemlerin SSF ile yapilmas1 bu yontemin gelismesine olanak vermistir (32).

SSF sadece etanol, tek hiicre proteini, mantarlar, aminoasitler gibi {iriinlerin
tiretilmesinde, tarimsal sanayi atiklarmn alternatif substratlar olarak kullamilmasinda
degil aym zamanda gevre kirliligini 6nlemek i¢in iyi bir ydntemdir (46).

SSF yontemi ile elde edilen bazi mikrobiyal {irinler ve kullanilan
mikroorganizmalar Tablo 1.5 te verilmistir (47).



Tablo 1.5. SSF yontemi ile elde edilen bazi mikrobiyal tirtinler
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Uriin Mikroorganizma Substrat Islev
Aflatoxin A-oryzae, A.panasitus  Bugday, yulaf, piring, msir  Mycotoxin
Bakteriyal  Bacillus thuringiensis  Hindistan cevizi arif Insektisit
Endotoksin
Giberellin Giberella fujikuori Bugday kepegi,manyok Bitki biiyiime
hormonu
mustr kogani

Penicillin Peniciliium Sekerkamis: artig: Antibiyotik
Surfactin ~ Bacillus subtilis Soya fasulyesi artif1 Antibiyotik
Klavulanik  S.clavulingerus Aygicegi artig1 B-Laktamaz
asit inhibit6rii
Proteaz Aspergilhs sp. Bugday kepegi

Penicilium sp. Aygicegi artif

Rhizobus sp. Kahve kabuk ve yaprag:

Bacillus sp. Misir,piring,patates artiklar

Trichoderma sp.
Amilaz Aspergilhts sp. Bugday kepegi, musir, piring

Rhizobus sp. Hindistan cevizi artif1

Bacillus sp. Cay artig

Moucor sp.

Saccharomyces sp. Bugday kepegi
Intilinaz Staphlococcus sp. Hindiba kokii
Esteraz Penicilium pinophilum Bugday samam
Glutaminaz  Vibrio cosiicola Bugday kepegi, misir

1.9.4. SSF’ te Dikkat Edilecek Hususlar

SSF yonteminde dikkat edilmesi gereken birka¢ nemli nokta vardir. Bunlar;

uygun mikroorganizmanin ve substratin se¢imi, yontem i¢in bazi parametrelerin

optimizasyonu, {irliniin izolasyonu ve saflagtirilmasidir. Yontem ic¢in uygun

parametreler substratin pargacik biiyiikliigii, ortammn nem miktari, pH, substratin 6n
islemi, inkiibasyon sicaklif1, ¢alkalama ve havalandirma, ekim miktar1 ve zamam, N ve
P gibi elementlerin ve karbon kaynaklarinin eklenmesi olarak siralanabilir (32,4 8).
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1.9.4.1. Mikroorganizma Secimi

Kat1 substrat ortaminda iyi gelisen ¢ok sayida mantar tiirii oldugu bilinmektedir.
Mantarlarin kati substratlar iizerinde iyi gelistigi bilinirken ¢ofu bakteri tiirti bu
ortamlarda biiyiiyemez. Bunun sonucu olarak g¢ogunlukla SSF’ in mantarlarla
caligiimalara uygun oldugu distiniilmiistiir. Bununla beraber enzim iiretiminde bakteri
wrklarimn (Bacillus wrklart) basanyla kullanildigini belirten ¢ok sayida rapor vardir (49).

Maksimum iiriin elde etmek igin mikroorganizmalarin g¢evresel kosullarim
bilmek ¢ok Onemlidir. Mikroorganizmalar biliylime ve metabolik aktiviteleri igin
cesitli substratlardan besin kaynagi olarak yararlamir. SSF’ te mikroorganizmalar
ortamdaki mevcut substratlar1 besin maddesi olarak kullanabilmek i¢in gerekli
enzimleri salgilar (39,50).

1.9.4.2. Substrat Secimi

SSF’ te kat1 substrat sadece mikrobiyal biiyiime i¢in besin kaynag degil ayni
zamanda hiicreler i¢in bir tutunma yiizeyini olusturur (47).

Mikrobiyal iiriin elde etmek i¢in iyi bir substrattan beklenenler sunlardir; substratin
ekonomik degeri ¢ok diisiik olmalidir veya hi¢ olmamahdir, iiretim hacmi yiiksek
olmalt ve devamlilik gostermelidir, kolay elde edilebilmelidir, tasinma ve saklanmasi
kolay yollardan olmahdir, kullamlacak mikroorganizmalarin gereksinimlerine uygun
olmalidrr, elde edilecek iirlin kolay ve ucuza saflagtirilabilmelidir (34).

1.9.4.3. Substratin Par¢a Biiyiikliigi

SSF’ te substratin pargacik biiylikliigt kritik bir faktérdiir. Kiigiik pargaciklar
biiylime i¢in daha fazla yiizey alami saglar fakat pargaciklar arasi bosluk ve gdzenekler
azdir. Biiyiik pargaciklarda gbzenekler fazladir ancak biiyiime i¢in doymus yiizey alani
daha azdir. Birbirine z1it bu iki faktdr; yiizey alanimin azalmasi-porlarin artmasi
karsilikl1 olarak optimum biiylime ve enzim tiretimini belirler (45).

Kii¢iik pargaciklar mikrobiyal solunumu engelledigi i¢in biiylime yavas olur.
Pargaciklarin biiylik olmasi durumunda mikroorganizmalarin substrat yiizeyine
baglanmalar1 sinirh olur (47).
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1.9.4.4. Nem miktan

SSF’ te nem igerigi basan i¢in ¢ok 6nemli bir faktordiir. Ortammn nem miktari
kat1 substratin fiziksel niteliklerini yiiksek oranda etkilemektedir. Fazla nem substratin
por agikhigini azaltir, diigiik oksijen transferine sebep olur ve parga biiyiikligiinii
degistirir (40). Diisiik nem kat1 substratin ¢6ziiniirliigiinii azaltir ve sigmesini engeller
5.

Fermantasyon ortamina minimum oranda suyun eklenmesi sterilizasyon igin
gereklidir. Fazla oranda su eklenmesi ortamdaki {irlintin hidrolizine sebep olur.
Ancak yeni hiicre meydana gelebilmesi i¢in baslangigtaki nem oramt Gnemli bir
faktordiir (51,52).

Ortamdaki nem miktar1 % 12’ nin altina diigtiigiinde biitiin biyolojik aktiviteler
durur. Bu nedenle SSF’ in devam edebilmesi i¢in ortamin nem miktarinin bu seviyenin
altina inmemesi gerekir. Mantarlarin diigitk su ihtiyact gdstermesi nedeniyle bu
yontemde genellikle mantarlar kullanilir. SSF' de mantarlar kullamildiginda diisiik
nem igerigi bakteriyel kontaminasyonu minimum diizeye indirir. Bakterilerin yiiksek
oranda suya ihtiya¢g duymasi nedeniyle bakterilerin bu ydntem igin uygun olmadig
diisiiniiliir (37, 53).

1.9.4.5. inkiibasyon Siiresi

Inkiibasyon siiresi kullamilan kiiltiiriin 6zelligine ve enzim firetme modeline gére
degisir. Enzim aktivitesinin maksimum olarak tespit edildigi noktadan sonra aktivite
zamana bagli olarak gittikge diigmektedir. Bunun sebebi enzimin fermantasyon
ortamindaki diger bilesiklerle etkilesimi sonucu denatiirasyonu veya ayrismasi olabilir.
Ozellikle hidrolitik aktivite gosteren enzimlerin ortama salgilanmasi bu sonucu
dogurabilir. Substratin yapisinin zamanla degismesi de inkiibasyon siiresi iizerinde
etkilidir (45, 54).

1.9.4.6. Sicakhk ve pH’ nm Etkisi

Mikroorganizmalarin iremesi ve son {iriinlin kararlilif1 ancak belirli pH ve sicaklik

derecelerinde miimkiin olmaktadir. Bu nedenle ortam pH ve sicaklifinin



22

mikroorganizmanin en iyi {ireyebildigi noktalarda bulunacak sekilde ayarlanmasi
gerekir (48).

SSF> te fermantasyon siiresince ¢ok miktarda 1s1 olusur. Olusan 1s1
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri ile dogru orantiidir. Kati substrat 1s1
iletkenligi bakimindan zayif oldugundan sicakhigin yer degistirmesi oldukga yavas olur.
Bazen fermantasyon ortaminda yiiksek 1s1 birikimi tirliniin denatiirasyonuna sebep olur.
Fermentdr icindeki 1s1, havalandirma ile fermentdr iginde dagitilabilir veya disari

atilabilir (32).

1.9.4.7. Ekim Miktam

Ekim miktarinin hacminin belirli bir seviyeye kadar arttirilmasi genellikle
organizmamn biiyiime ve biiyiime ile ilgili aktivitelerinin iyiye gitmesini saglar. Ancak
belirli bir seviyenin istiindeki ekim miktar1 ortamdaki besin maddelerinin simrh
olmasindan dolayr mikrobiyal aktivitenin diigmesine sebep olur. Diigiik hacimdeki ekim
ise fermantasyon ortamindaki hiicre sayisimin az olmasina neden olur, bu da
mikroorganizmalarin biiyiime, substrattan yararlanmak igin optimum sayiya ulagma ve

dolayisiyla iiriin eldesi i¢gin daha uzun zamana gereksinim gostermesine neden olur (55).

1.9.4.8. Substratin Otoklavianma Siiresi

Uzun siireli otoklavlama substratin fiziksel ve kimyasal yapisim bozdugundan {iriin
veriminin diigmesine neden olur.

Kati substratin 120 °C’ de 60 dakikadan fazla otoklavlanmasi enzim tiretimini
diglirir. Uzun siireli otoklavlanma nigasta graniillerinin  bozunmalarina,
viskozitelerinin artmasina, sonu¢ olarak da biiylimenin yavaglamasmna ve enzim

iiretiminin azalmasina neden olur (45).

1.9.4.9. Fermentiriin Calkalama-Kangtirilma ve Havalandirilmasi

SSF’ te steril olarak ekim yapildiktan sonra besiyeri ortaminin yeterli derecede

kanigtirilmasi iglemi 6nemli bir faktordiir. Karigtirma iglemi mikrobiyal hiicre ve
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sporlarin kiimelegmesini Snleyerek homojenizasyonu saglar. Ayrica 151 ve gaz transferi
saglamr. Yeterli ¢alkalama biyomas konsantrasyonunun fermentdriin biitiin noktalarina
yayillmasim saglayarak fermentasyonun zamanla bazi bdlgelerde durmamasim saglar.
Mantarlarda yiiksek hizla ¢alkalama iglemi siklikla SSF iiriin verimini veya sporlagmay1
azaltir. Hizli calkalama substrat pargaciklarinin dagilmasina ve buna bagh olarak olugan
misellerin erken fazda dagilarak zarar gérmesine sebep olur (56).

Fujian ve ark. galkalama ve karigtirmanin mantar misellerine ve substrat porlarina
verdigi zarar1 ortadan kaldirmak i¢in ¢alkalama yerine duragan bir fermentorde
periyodik olarak hava degisimini saglayan bir sistem gelistirmislerdir. Bu sistemin
sadece fermentore yeterli oksijen saglamas1 disinda aym zamanda mantarlarin {iremesi
i¢in uygun ortam olusturdugunu belirtmislerdir. Bu yolla sicaklifin fermentdriin
her tarafina egit sekilde dagilmasim saglamiglardir (57).

1.9.4.10. Kat1 Besiyerine Katilan Karbon ve Azot Kaynaklarmn Etkisi

SSF yo6nteminde kat1 substrati desteklemek i¢in ortama katilan azot ve karbon
kaynaklar iiriin eldesinde 6nemli bir noktay: olusturur. Bu yéntemde kullanilacak azot
ve karbon kaynaklart mikroorganizmanmin faydalanabilecegi formda olmalidir (52).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Iizumi ve arkadaglar1 Pseudomonas sp. KWI-56" dan termostabil lipaz enzimini
SSF yoéntemiyle saflagtirip karekterize etmislerdir. Enzimin molekil agirligini SDS-
PAGE ile 33 kD olarak tespit etmislerdir. Cok yiiksek termostabiliteye sahip olup 60 °C
de 24 saat inkiibasyonda % 96 aktivite, 70 °C 3 saat inkiibasyonda % 76 aktivite
gosterdigini belirtmiglerdir. Optimum sicakhiginin 60 °C oldugu tespit edilmis, ve
enzimi Cu'?, Hg'?, Sn'? ve Zn* gibi metal iyonlariin inhibe ettigi, izoelektrik
noktasinin ise 5.0 oldugunu saptanuglardir (58).

Wang ve arkadaglart Yellowstone Ulusal Park alamindan elde ettikleri
organizmanin biiytimesi i¢in optimum sicaklifs 60-65 °C ve pH’ min 6-9 arahifinda
bulmuslardir. Bakteri Bacillus sp. olarak karekterize edilmis ve % 1 zeytinyagi-bugday
kepegi biliylime substrati olarak kullamlmigtir. Kismen saflagtinlan lipazin optimum
sicaklifn 60 °C ve optimum pH: 9.5 oldugu tespit edilmistir. 75 °C de 30 dakika
inkiibasyonda aktivitesinin % 100’ {inii koruyan enzimin yan émrii 75 °C de 8 saat
olarak tespit edilmistir. 60 °C de 15 saat pH: 5-10.5 aralifinda aktivitesinin % 90’ nin
korumus oldugu belirtilmistir. Enzim aktivitesinin hidrojen peroksit ve alkalin proteaz
iceren endiistriyel deterjanlarda yiiksek oldugu belirlenmistir (59).

Lin ve arkadaslan Pseudomonas pseudoalcaligenes F-111° den alkalin lipaz
saflagtirip kismen karakterize etmislerdir. Enzimin molekiil agarhigini SDS-PAGE ile 32
kD ve izoelektrik noktasim1 7.3 olarak saptamislardir. Enzimin pH: 6.0-10.0 araliginda
stabilite g&sterdigini saptamiglardir (60).

Kamini ve arkadaglan Aspergillus niger’den gingelly yagi kullanarak SSF
yontemi ile lipaz Gretmislerdir. Lipaz aktivitesini 72 saatlik inkiibasyon siiresi ve
optimum sartlar altinda 363.6 Ug™ olarak elde etmislerdir. Cesitli azot kaynaklar1 ve
karbohidratlarin etkisini aragtrmuglardir. Enzimin pH: 4.0-10.0 ve 4-50 °C arasinda
stabil oldugu saptanmstir. Enzimin aym zamanda deterjanlarin varhginda dikkate deger
stabilite gosterdifi ve ¢amasir yikamada trigliserit kirlerinin ¢ikarilmasinda etkili
olabilecegini belirtmiglerdir (61).

Cordova ve arkadaglari termostabil mantar kiiltiirleri Rhizomucor pusillus ve
Rhizopus rhizopodiformis’ le zeytinyagh atiklar ve seker kamigt posasi kullanarak lipaz
tiretimini ¢aligmiglardir. Seker kamuisi posasi kullamlan ortamda Rhizomucor pusillus’
un gdsterdigi aktivite daha fazla olmasina karsmn, % 50 seker kamuisi posasi ve
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zeytinyagh atiklar karnigiminda Rhizopus rhizopodiformis’ le aktivitenin daha fazla
oldugunu bulmuslardir (62).

Essamri ve arkadaglan fungal Rhziopus oryzae’ den intraseluler lipaz iiretip lipaz
aktivitesinin optimum gatlarimi tanimlamiglardir. Lipazin optimum pH’ sin 8.5
optimum sicakliginin ise 30 °C oldugunu saptamislardir (63).

Gombert ve arkadaglan Penicillium restrictum ‘in SSF’ te babassu yagini substrat
olarak kullanarak lipaz iiretimini ¢aligmiglardir. Nutrient broth, pepton, zeytinyags,
nigasta ve farkli karbon ve azot kaynaklarimin etkilerini aragtirmiglardir. En yiiksek
aktiviteyi (30.3 Ug™) 24 saatlik inkiibasyonda ve % 2’ lik zeytinyag ile elde etmislerdir
(64).

Oh ve arkadaslart Staphyolococcus haemolyticus 1.62° den lipaz enzimini
saflagtinnp molekiil agirhgini SDS-PAGE ile 45 kDa olarak hesaplamiglardir. Optimum
sicaklig 28 °C, optimum pH’ s1 8.5 olarak saptanms ve enzimin Ca*? iyonu varliginda
50 °C nin iizerinde ve pH: 5.0-11.0 araliinda stabil oldugu saptanmugtir. Tribiitirin,
tripropionin, trimiristin varhiinda yiiksek aktivite gézlenmistir ( 65).

Jose ve Kurup Bacillus pumilus tiirtinden lipaz iiretip saflagtirmuslardir. Optimum
pH: 7.0 ve optimum sicakhigi 40 °C ve inkiibasyon zamam 72 saat olarak saptanmusgtir.
Glukoz, nisasta ve zeytinyagi gibi karbon kaynaklarinin etkisini ¢alismglardir. Glukozu
en iyi karbon kaynag olarak tespit etmislerdir (66).

Lee ve arkadaslar1 Bacillus thermoleovorans 1D-1’den termofilik lipaz izole edip
karakterize etmigler. Maksimum aktiviteye 70-75 ° C ve pH: 7° de ulagildigim
gostermislerdir (67).

Akpmar Oncorhynchus mykiss karaciger lipazinin bazi kinetik 6zelliklerini
incelemistir. Karaciger lipazinn pH: 8.0 ve 32 °C de optimum aktivite gosterdigi
saptamistir. Bu ¢alismada lipaz aktivitesi lizerine tek (NaCl, KCl) ve iki degerlikli
(CaCly, MgCly) metal iyonlarimin aktive edici bir etki yaptiklan saptanmigtir. Na-
taurodeoksikolat ve Na-deoksikolatin lipaz aktivitelerini inhibe ettigi belirlenmis ve bir
selatlayic1 ajan olan EDTA’ nm ise lipaz aktivitesini, 4 mM derisime kadar etkilemedigi
5 mM da ise bir artiy meydana getirdigi g6riilmiistiir (24).

Ogino ve arkadaglari kiiltiir ortaminda organik ¢oziiciiye-toleransh
Pseudomonas aeruginosa ST-03’ nin salgiladi1 lipazi saflagtirmuglar. Lipazin molekiil
agirhgm SDS-PAGE ile 27.1 kDa ve jel filitrasyon ile 36 kDa olarak hesaplamiglardir.
En yiiksek aktivite triagil griserollerde trikaproin (C6), serbest yag asitli metil esterlerde
metil oktanoat (C8) ve dogal yaglarda hindistan cevizi yaginda elde edilmigtir (68).
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Hiol ve arkadaslan hurma meyvesinden Rhziopus oryzae olarak isimlendirilen
lipolitik 6zelik gdsteren suslar izole etmislerdir. Lipolitik enzimin molekiil agirhifim
SDS-PAGE ve jel filitrayonu ile 32 kDa olarak hesaplamislardir. Lipaz aktivitesi igin
optimum pH’ y1 7.5 bulmuglardir. Lipazin pH: 4.5” ten pH: 7.5° e kadar stabil oldugunu
saptamuglardir. Lipaz aktivitesi i¢in optimum sicaklik 35 °C ve 45 °C’ de 30 dakikada
aktivitesinin % 65’ ini korudugunu tespit etmiglerdir. Lipolitik enzimi Triton X-100,
SDS ve Fe**, Cu'?, Hg*? ve Fe* gibi metal iyonlarn inhibe ettigini saptamuslardir (69).

Imamura ve Kitaura kismen termofilik Bacillus sp. H-257"den monoagil gliserol
lipaz saflagtirip karekterize etmiglerdir. Molekil agirhigim jel filtrasyonu ile 25 kDa,
SDS-PAGE ile 24 kDa ve monomerik bir protein oldugunu saptamislardir. Enzimin
izoelektrik noktasi 4.66 olarak bulunmus, aktivite i¢in optimum sicakligs 75 °C ve pH:
7.5, maksimum aktiviteyi pH: 6.0-8.0 araliginda saptamiglardir (70).

Sharma ve arkadaslar1 Pseudomonas sp. AG-8’ den ekstraseliiler lipazi izole
etmiglerdir. Optimum aktiviteye 45 °C ve pH: 8.0-8.5 te ulasildiim saptamislardur.
Enzim 65 °C de bir saat aktivitesinin % 80’ nini korumustur. Enzimin 5 M NaCl ve 6
M iire de stabil odugunu, Triton X-100 iin lipaz aktivitesini 2.4 kat kadar artirdigim
gostermislerdir. Ca*? iyonlarmin enzimi aktive ettigini Zn*?%, Fe'? ve Fe™ aktiviteyi
gliclii gekilde inhibe ettigini ifade etmektedirler (71).

Haq ve arkadaglann SSF yontemi uygulayarak Rhizopus oligosporous’ tan lipaz
iiretmislerdir. Maximum aktiviteyi badem iceren ortamda 48 Ug™ olarak tespit etmisler,
optimum sitcakligz 30 °C ve optimum pH’ sim1 6.0 olarak saptamiglardir (27).

Arabaci aygige§i tohumlarindan lipaz enzimi izolasyonu, saflagtirmasi ve
karakterizasyonunu incelemistir. Lipaz enzimi fraksiyonlu amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve takiben diyaliz ile kismen saflagtirlmgtir. En yiiksek enzim aktivitesine sahip olan
% 90’ lik tuz ¢Ozeltisinde lipaz aktivitesi 118 U/mg-protein olarak belirlenmistir.
Proteinlerin molekiil agirligi SDS-PAGE jel elektroforezi ile yaklagik 12.5 kD olarak
belirlenmistir. Aygigegi lipazimin hidrolitik karakterizasyon g¢aligmasinda, substrat
spesifitesi aygicek yag, musirdzii yagi, zeytinyagi, tribiitirin, triolein kullanilarak
aragtirlmigstir. Zeytinyag: spesifik substrat olarak belirlenmis, optimum pH, sicaklik ve
reaksiyon zamani aragtirilmig ve pH: 8.0-9.0, sicaklik 50-60 °C ve zaman 5 dakika
olarak bulunmustur (72).

Mahadik ve arkadaslarn Aspergillus niger’ den SSF yontemi uygulayarak asidik
lipaz tretmislerdir. En yiiksek aktiviteye SSF’ te bugday kepegini kati substrat ve
zeytinyagim lipit substrat olarak kullanilan kombinasyonunda ulagildigini bulmuslardir.
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Optimum pH: 2.5 ve optimum sicaklik 45 °C olarak saptanmistir. Enzim agin asidik pH
da (pH: 1.5) aktivitenin % 75 ini korumustur. 24 saat oda sicakliginda pH: 2.5° da
inkiibasyonda bekletilen enzim akivitesinin % 63’ iinii ve S saat 70 °C’ de orjinal
aktivitesinin % 63’ {inii korudugunu belirtmektedirler (73).

Bhushan ve arkadaglari Candida BG-55 mayasiyla, substrat olarak piring ve
bugday kepegiyle lipaz iiretimini gegeklestirmiglerdir. 96 saat sonra (piring kepegi + %
10 piring kepegi yagi + mineral tuz) ortaminda aktivitenin (bugday kapegi + % 10 piring
kepegi yag1 + mineral tuz) ortamina gore daha fazla oldugunu gostermislerdir (74).

Orhan Rhizopus arrhizus’ dan kati1 faz fermantasyonu ile lipaz iiretimi igin gerekli
sartlan incelemistir. Karbon kaynagi olarak sadece ticari 6nemi olmayan fakat besin
degeri fazla olan bugday kabugu kullamilmigtir. En yiiksek enzim aktivitesi % 5 kepek
konsantrasyonu, 0.3 mm kepek boyutu ve pH 6.67° de 751.9 umolL.dak.” olarak elde
edilmigtir. Lipaz iiretimine baslangi¢ mikroorganizma konsantrasyonunun, karistirma
hizinin etkisini ve bugday kepegi ortamina gesitli katki maddelerinin (musirézii yagi,
glikoz, yeast ekstrakt, MgSO,4.7H,0, KoHPO,4 ve KH,PO,) etkisi incelenmigtir (75).

Dalmau ve arkadaslan Candida rugosa ile lipaz iiretiminde farkli karbon
kaynaklarinin etkisini incelemiglerdir (76).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kullanilan Kimyasallar

CaCl,, ZnS0,4.7H,0, MgS04.7H,0, MnSO4.H;0, NiSO46H;0, FeSO4.7H,0,
NHsNO; NH4Cl, NH4SO4 NH4H,PO,, CH3;COOH, CH3COONa, Na,COs;, Na-K
Tartarat, Na;WO04.2H;0, Na;M004.2H,0, H3PO4, LiSO4, Br,, SDS, gum arabik,
glukoz, galaktoz, maltoz, nigasta, yeast extract, tribiitirin ve nutrient-broth Merck’ ten,
sukroz, polietilenglikol, p-nitrofenol, p-nitrofenilpalmitat, tris-hidroksimetilaminometan
ve Triton X-100 Sigma’ dan, iire Panreac’ dan, casamino asit, pepton, beef extract,agar
ve bacto liver Difco’ dan, CuS04.5H,0 ve HCI Riedel-de Haen’ dan temin edildi.

3.2. Kullamilan Cihazlar
Spektrofotometre Pharmacia LKB-Novaspec 11
Santrifiij Sigma Christ 2K 15
Calkalamali su banyosu Julabo SW 23
Etiiv EN 400 Nuve
Sterilizator FN 400 Nuve
pH metre Jenway 3040 Ion Analyser
Elektronik terazi Sauter, Gec avery
Vorteks Fisons Whirli Mixer
Mikropipet Eppendorf
Magnetik karigtiric Stuart
Deep-freze Sanyo Medical Freezer
Blendir Waring Commercial Laboratory Blender
Otoklav

3.3. Besiyerleri
3.3.1. Kat1 Besiyeri

8 gr Nutrient Broth (NB), 16 gr agar 1000 mL saf suda ¢dziinerek otoklaviandi.
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3.3.2. Siv1 Besiyeri

8 gr Nutrient Broth (NB) 1000 mL saf suda ¢dziinerek 100 mL’lik erlenlere 50°
ser mL konarak otoklavlandi.

3.3.3. SSF Besiyeri

Kurutulmus bugday kepegi, mercimek kabugu, muz kabugu, piring kabugu, kavun
kabugu ve karpuz kabugu blendirdan gegirildikten sonra dért farkli elek (500 um, 1000
pm, 1500 pm, 2000 pm capli) yardimiyla elendi ve 100 °C’ de 2 saat kurutuldu. % 30
olacak sekilde 3 gr, 1000 pm parca biiyiikliiglinde substratlardan tartilarak 100 mL’ lik

erlenlere birakildi. Uzerlerine 10 mL 50 mM Tris-HCI (pH: 7) tamponu birakilip

otoklavlandi.

3.4. Cozeltiler
3.4.1. Tampon Cozeltiler
pH: 4; 5; 6: 50 mM Asetat Tamponu
pH:7;8: 50 mM Tris-HC] Tamponu
Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi Ek.1 kisminda verilmistir.
3.4.2. Alkali Cozeltisi
Alkali ¢ozeltisinin hazirlanmast Ek.2 kisminda verilmistir.
3.4.3. Folin Reaktifi
Folin reaktifinin hazirlanmasi Ek.3 kisminda verilmistir.

3.5. Mikroorganizma

Calismada Cermik Belkis Hatun termal kaplicalarindan izole edilmis olan
Bacillus coagulans biyolojik materyal olarak kullanild.
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Inokiiliim i¢in NB kat1 besi yerinde 37 °C de 24 saat iiretilen bakteriden bir 6ze
dolusu alinarak % 1 zeytinyag1 iceren NB s1v1 besi yerine transfer edildi ve 37 °C’ de
48 saat inkiibasyona birakildi.

3.6. SSF’ te Enzim Uretimi

SSF yontemi i¢in % 30 bugday kepegi, piring, muz, mercimek, kavun ve karpuz
kabugu kat1 substrat olarak kullanildi. Substratlar 50 mM Tris-HCl (pH: 7) ve % 1
zeytinyag1 karisimi ile nemlendirildikten sonra 121 °C de 15 dakika otoklavlandi.
Sogutulduktan sonra % 15 inokiilim besin yerinden katilarak 37 °C de 24 saat
inkiibasyona birakilarak enzim tretimi saglandi.

3.7. Enzim Ekstraksiyonu

Bakteriyel kiiltiir ortaminda bulunan enzimi ekstrakte etmek igin besi yeri ortami
iki kez 10 mL 50 mM Tiris-HC] (pH: 7) tamponu kullanilarak steril gazli bezle siiziildii.
Kiiciik substrat partikiilleri, hiicre ve sporlari uzaklagtirmak igin +4 °C 15 dakika
10000xg’ de santrifriijlendi. Supernatant tizerinden enzim aktivite tayini yapildi.

3.8. Enzim Aktivite Tayini

Enzim aktivite tayini Imamura ySntemi modifiye edilerek yapildi (70). 100 pL
enzim ¢ozeltisine 150 pL substrat ¢ozeltisi (% 1 Triton X-100 iceren 1 mM p-
nitrofenilpalmitat, etilalkol i¢inde) ve 350 uL H,O ilave edildikten sonra 37 °C’ de 15
dakika inkiibe edildi. Siire sonunda 1 mL % 2 SDS ilave edilerek reaksiyon durduruldu.
420 nm’ de absorbans 6l¢iildii.

Bir enzim {initesi deney kosullar: altinda 1 pmol p-NP olusumunu saglayan enzim
miktan olarak tanimlandi.

3.9. Standart Egrinin Hazirlanmasi

Standart olarak p-nitrofenol (p-NP) kullanildi. Standart egriyi ¢izmek igin derigimi
bilinen (0.1 mg.mL™) p-NP den bir seri standart ¢bzeltiler hazirlandi. Enzim aktivite
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tayinindeki y6ntem uygulandi. Okunan absorbans degerlerine karsiliK standart egri
cizilerek numunelerin p-NP miktarlari egriden hesaplandi.

3.10. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayini standart olarak Bovin Serum Albumin (BSA) kullanilarak
Lowry yontemine gore yapildi (77).

Standart egriyi ¢izmek igin derisimi bilinen (5 mg.mL™") Bovin Serum Albumin’
den bir seri standart ¢ozeltiler hazirlandi. Biitiin tiipler saf su ile 500 pl. hacme
tamamlandi. Daha sonra tiiplere SmL alkalin ¢ozeltisi katilarak, 15 dakika 40 °C su
banyosunda birakildi. Sonra iizerine Folin reaktifinden (1:1) 500 uL katilarak 30 dakika
sonra 660 nm’de absorbans degerleri okundu. Okunan degerlere karsilik standart egri

¢izildi. Numunelerin protein igerikleri bu egriden hesaplandi.
3.11. Uygun Iinkiibasyon Siiresinin Saptanmas:
% 1’ lik zeytinyag: iceren NB siv1 besi yerinde 48 saat 37 °C de galkalamali su
banyosunda inkiibasyona birakilan bakteri ortamindan % 15 alinarak ekim yapildi. Her

24 saatte bir bes giin stireyle (12; 24; 48; 72; 96; 120) 6rnek alinarak enzim aktivitesi
kontrol edilerek uygun inkiibasyon siiresi belirlendi.

3.12. Sicakhin Etkisi

Lipaz aktivitesi lizerine sicaklifin etkisi 20; 30; 37; 40; 50 ve 60 °C’ lik sicaklik
araliklarinda galigildi.

3.13. pH’ nm Etkisi

Enzim aktivitesi {izerine pH etkisini incelemek i¢in 50 mM konsantrasyonlarinda
asetat tamponu (pH: 4-6) ve Tris-HCI tamponu (pH: 7-8) kullanild:.
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3.14. Uygun Yag ve Uygun Yag Derisimi Belirlenmesi

Bu amagla aygicegi yagi, zeytinyagi, misirzii yagi, soya yagi ve tribiitirin
kullamlarak uygun yag, uygun yagn se¢iminden sonra yag oranlari (% 1; 2; 3; 4; 5; 6;
7) degistirilerek enzim {iretildi ve aktivite tayini yapildi.

3.15. Azot Kaynaklan Etkisi

SSF kat1 besi yeri hazirlandiktan sonra, % 2 oraninda hazirlanan azot
kaynaklarindan, NH4Cl, NH,SO,, NHsH,PO4 ve NH4NO; besi yerine birakildi. Ekim
yapildiktan sonra 24 saat inkiibasyona birakilan Srneklerin her birine, inkiibasyon siiresi
sonunda aktivite tayini yapildi.

3.16. Azot-Karbon Kaynaklar Etkisi

SSF kat1 besi yeri hazirlandiktan sonra, % 2 oraninda hazirlanan azot-karbon
kaynaklarindan, iire, casamino asit, pepton, beef extract, yeast extract ve bacto liver besi
yerine birakildi. Ekim yapildiktan sonra 24 saat inkiibasyona birakilan orneklerin her
birine, inkiibasyon siiresi sonunda aktivite tayini yapildi.

3.17. Karbon Kaynaklan Etkisi

SSF kat1 besi yeri hazirlandiktan sonra, % 2 oraninda hazirlanan karbon
kaynaklarindan, nigasta, glukoz, galaktoz, sukroz ve maltoz besi yerine birakildi. Ekim
yapildiktan sonra 24 saat inkiibasyona birakilan drneklerin her birine, inkiibasyon siiresi
sonunda aktivite tayini yapildi.

3.18. Surfaktant Etkisi

% 1’lik SDS, Triton X-100, gum arabik, polietilenglikol igeren kepekli ortamlarda
bakteri tiretildikten sonra iist sividan aktivite tayini yapildi.
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3.19. Metal Iyonlarm Etkisi

Lipaz iiretimi iizerine metal iyonlar etkisini incelemek igin % 0.1’ lik CaCl,,
ZIISO4.7H20, MgSO4.7H20, MnSO4.H20, NiSO4.6H20, FCSO4.7H20 iqeren kepekll
ortamda bakteri iiretildikten sonra iist sividan aktivite tayini yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Substratlarla Bacillus coagulans’ tan Lipaz Aktivitesi

Bugday kepegi, piring kabugu, mercimek kabugu, muz kabugu, karpuz kabugu ve
kavun kabugu kat1 substrat olarak kullanildi. En yiiksek aktivite kavun kabugu substrat
olarak kullanildiginda tespit edildi (Sekil 4.1.).

4.2. Lipaz Aktivitesinde Inkiibasyon Siiresi

Kavun kabugu substrat olarak segildikten sonra uygun inkiibasyon siiresinin
tespiti yapildi. 12; 24; 48; 72; 96 ve 120. saatlerde aktivite tayini yapildi. En iyi
aktivitenin 24. saatte oldugu saptandi (Sekil 4.2.).

4.3. Optimum pH

Enzim aktivitesi lizerine pH etkisini incelemek igin 50 mM konsantrasyonlarinda
asetat tamponu (pH: 4-6) ve Tris-HCl tamponu (pH: 7-8) kullamldi. En yiiksek
aktivitenin pH: 7’ de oldugu tespit edildi (Sekil 4.3.).

4.4. Optimum Sicakhk

Lipaz aktivitesi {izerine sicakligin etkisi 20; 30; 37; 40; 50 ve 60 °C’ lik sicaklik
araliklarinda caligildi. Yapilan aktivite tayinlerinde optimum sicakhk i¢in en uygun
sicakligin 37 °C oldugu saptandi (Sekil 4.4.).

4.5. Lipaz Enzimi Uzerine Surfaktantlarin Etkisi

% 1°lik SDS, Triton X-100, gum arabik, polietilenglikol iceren kepekli ortamlarda
bakteri tiretildikten sonra iist sividan aktivite tayini yapildi. Yapilan ¢aligmalarda SDS’
nin lipaz tretimini arttirdigim ve Triton X-100, gum arabik ve polietilenglikol’ un
lipaz iiretimini azaltmig oldugu tespit edildi (Sekil 4.5.).
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4.6. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkh Yaglarm Etkisi

Lipaz aktivitesi lizerine yaglarin etkisi igin zeytinyag), misir6zii yagi, soya yagi,
aycicegi yag ve tribiitirin kullanildi. En yiiksek aktivite zeytin yag: ile 78.100 Ug™
olarak tespit edildi (Tablo 4.1.).

4.7. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkh Zeytin Yag1 Konsantrasyonlarin Etkisi

Lipaz aktivitesi iizerine % 1; 2; 3; 4; 5; 6 ve 7 olacak sekilde zeytinyag:
konsantrasyonlar ilave edildi. En yiiksek aktivite % 2’lik zeytinyag1 konsantrasyonu ile
elde edildi (140.500 Ug™) ( Tablo 4.2.).

4.8. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkli Azot Kaynaklarmm Etkisi

SSF besi yerlerine % 2 oraninda azot kaynag: olarak NH4Cl, NH,SO4 NH4H,PO4
ve NH4NO; ilave edildi. NH4NO;’ {in enzim aktivitesini arttirdig goriildii (Tablo 4.3.).

4.9. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkh Azot-Karbon Kaynaklan Etkisi

SSF besi yerlerine % 2 oraninda azot-karbon kaynag olarak tire, casoamino asit,
pepton, beef extract, yeast extract ve bacto liver ilave edildi. Kullamlan azot-karbon
kaynaklarinin lipaz aktivitesini diigtirdiigii goriildii. (Tablo 4.4.).

4.10. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkh Karbon Kaynaklar Etkisi

SSF besi yerlerine % 2 oraminda karbon kaynaklari olarak nigasta, glukoz,
galaktoz, sukroz ve maltoz ilave edildi. Nigasta ve maltozun enzim aktivitesini arttirdigt
belirlendi (Tablo 4.5.).
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4.11. Lipaz Aktivitesi Uzerine Farkh Metal iyonlarm Etkisi

Lipaz iiretimi lizerine metal iyonlan etkisini incelemek i¢in % 0.1° lik CaCl,,
ZnS04, MgS04, MnSO,, NiSO,, CuSO4 ve FeSO4 SSF ortamina ilave edildi. Ca'? nin
aktiviteyi % 105 arttirdign Mn*? ve Ni*?’ nin enzimi sirastyla % 32 ve % 26 inhibe ettigi
tespit edildi (Tablo 4.6.).
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Bacillus tiirli bakteriler iyi lipaz Urettiklerinden dolayr besin endiistrisinde sik¢a
kullanilmaktadirlar. Patojen olmamalari1 da bunlarin segiminde bir avantaj
olusturmaktadir (66).

Calismada Bacillus coagulans’ tan lipaz lretimi i¢in en uygun substrati
belirlemek amaciyla bugday kepegi, muz kabugu, piring kabugu, mercimek kabugu,
kavun kabugu ve karpuz kabugu kullanildi. Test edilen substratlar iginde elde edilen
verilere gore kavun kabugu en iyi substrat olarak bulundu (Sekil 4.1.).

SSF yontemi ile, kavun kabugu kullamlarak lipaz liretimi i¢in yapilan bu galigma
aym zamanda ilktir. Sonraki ¢aligmalarda kavun kabugunu kullanarak SSF’ te lipaz
tiretimi amaglanmagtir.

Bacillus coagulans’ tan lipaz enzimi {iretilmesi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin
bulunmasi ile ilgili sonuglar Sekil 4.2.’de goriilmektedir. 24. saatte maksimum iiretim
78.100 Ug” olarak bulunmustur. 24. saatin altindaki ve istiindeki siirelerde enzim
tiretiminde azalma meydana gelmistir. Bu sonug fermantasyon ortaminda bulunan diger
bilesenlerle enzimin etkilesiminin sonucu olarak lipazin konformasyonel degisikligi ile
aciklanabilir. Aym1 zamanda ortama salgilanan diger hidrolitik enzimlerin etkisi sonucu
enzim iiretiminde azalma goriilebilir.

Lipaz tretimi pH, sicaklik ve ortamin yapisindan etkilenir. Enzimlerin protein
yapisinda olmasindan dolayl, enzimin primer ve sekonder yapisini olugturan amino
asitlerin iyonlagmas: pH’ dan etkilenir. Bu durum enzim aktivitesine de etki eder. pH’
da meydana gelen herhangi bir degisiklik proteinin yapisinda anlamh degisikliklere yol
acar (71).

Lipaz enzimi pH: 6.0-8.0 arasinda aktivite gosterdi. Enzimin optimum pH’ s1 ise
pH: 7 olarak belirlendi ($ekil 4.3.). Bacillus tiirlerinin alkalin kosullar altinda lipolitik
enzimler Urettigi bulunmustur (78). Bunlardan Bacillus subtilis, Bacillus pumilis daha
ilging 6zellikler tasimaktadir. Ciinkii bu bakteriler daha ekstrem alkalin pH’ larda (pH >
9.5) aktivite gOstermektedirler ve kararhdirlar (79). Bu enzimler aym zamanda
termostabildirler.

Sharma ve arkadaglari Bacillus sp. RSJ-12° den iirettikler lipaz i¢in maksimum
aktiviteyi pH: 8.0-9.0 arasinda bulmuglardir (80). Bu sonuglar ¢alismada kullandigimiz,

termotoleran bir bakteri olan Bacillus coagulans’ tan iiretilen lipaz enzimi i¢in elde
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ettigimiz sonuglara terstir. Ancak bagka ¢aligmalarda B. thermoacetunulatus ve B.
thermoleovorans’ dan elde edilen sonuglara benzer oldugunu goriildii ( 67, 81).

Standart deney kogullan altinda optimum sicaklig1 belirlemek igin lipaz aktivitesi
farkli sicakliklarda tayin edildi. Enzim i¢in maksimum aktivite 37 °C olarak tayin
edildi(Sekil 4.4.). Bu sicakligin altinda ve {istiinde aktivite diistii.

Bacillus coagulans’ m SSF kiiltiirleri baz1 lipidik bilesikleri igeren besi yeri
ortami kullanilarak ¢aligildi. Bunlar; zeytin yagi, aygigegi yagi, misir yagi, soya yagi ve
tribiitirindir. Bu materyallerin etkileri farkhh ve bundan dolayr genellestirmeleri zor
olmasna ragmen baz1i mikroorganizmalar tarafindan lipaz {retimini artirdif
belirtilmigtir (82, 83, 84, 85). Test edilen yaglar igerisinde enzim liretiminin zeytin yag
igeren SSF ortaminda daha fazla oldugu goriildii (Tablo 4.1.). Bu amagla, kullanilan yag
derigiminin enzim tiretimi lizerine bir etkisinin olup olmadigin1 anlamak i¢in bir sonraki
asamalarda uygun zeytin yag1 derigiminin tespitine gidildi. Calhigilan derigimlerde, % 2’
lik zeytin yaginin enzim aktivitesini anlamli derecede arttirdig goriildii (140.500 Ug™).
Sonuglar Tablo 4.2. de goriilmektedir. Bu konsantrasyonun {iizerindeki derigimlerde
enzim liretiminin, ortamin daha viskoz olmasindan dolayr azalabilece§i sonucuna
varildi. Caligmanin bundan sonraki asamalarinda da % 2’ lik zeytin yag1 iceren SSF
ortami kullanildi.

Kiiltiir ortamina baz1 surfaktantlarin ilavesi bazi mikroorganizmalarin lipolitik
enzim sekresyonunu arttirdid1 belirtilmigtir. Bu durum hiicre duvarmin gegirgenliginde
meydana gelebilecek herhangi bir degisiklikten ya da SDS’ nin hiicreye bagh enzimler
Uizerine etkisi ile agiklanmaktadir. Lipaz/ esteraz gibi enzimlerin iiretiminde Tween-80
surfaktant olarak yaygin bir sekilde kullamlmasina ragmen baz1 bilesikler de
calissilmistir (Triton, SDS ve PEG) (83, 86, 87, 88).

Bundan dolay1 lipolitik enzim iiretimi lizerine surfaktantlarin etkisini incelemek
i¢in kiiltlir ortamina SDS, Triton X-100, PEG ve gum arabik gibi surfaktantlar ilave
edildi. Elde edilen veriler sonucu SDS’ nin diginda diger surfaktantlar ile anlamli bir
artis gbzlenmedi (Sekil 4.5.).

Organik ve inorganik azot igeren azot kaynaklari enzim sentezinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Organik ve inorganik azot kaynaklarinin enzim {izerine etkisi Tablo 4.3.’
de gosterilmektedir. Kullanilan inorganik azot kaynaklar1 arasinda NH;NO;’ {in enzim
tiretimini arttirdii buna karsi organik azot kaynaklarinin enzim tiretimi {izerine bir
etkisi olmadif tespit edildi.
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Aspergillus niger’ den lipaz iiretimi iizerine yapilan ¢alismalarda farkhi organik ve
inorganik azot kaynaklarimin SSF ortamina katilmasmn lipaz iiretimi {izerine bir etkisi
olmadi@ bulunmugtur. Ancak kullanilan substratla birlikte ortama beef extraktin ilave
edilmesinin lipaz tiretimini artirdig1 tespit edilmis (61). Verkata’ nin yaptig1 ¢calisgmada
ise Candida rugosa kullanilmis ve piring kepegi igeren ortama iirenin ilavesi ile lipaz
iiretiminin arttig1 belirtilmigtir (89).

Metal iyonlann ve tuzlarin enzim aktivitesi iizerine 6nemli bir rolii vardur.
Enzimlerin bir kism1 kararliliklarim ve aktif yapilarin1 korumak igin kalsiyum iyonlar:
gibi metal iyonlarina ihtiya¢ duyarlar. Bu iyonlar enzim molekiiliiniin {izerinde spesifik
baglanma bélgelerine kuvvetlice baglanir. Baglanma bolgesi genellikle aspartil ve
glutamil artiklarinin negatif ylikli karboksilat yan gruplarindan meydana gelir.

E+ Ca'? « E-Ca'? durumunda baglanma igin ayrigma sabiti diisiiktiir (10>-10°°
M). Aymi zamanda giiglii bir baglanmanin diisiik kalsiyum iyonlar1 derigimlerinde
gergeklesebilecegi belirtilmektedir. Polipeptit zinciri metal iyonlan ile karsilikli baghidir
ve bundan dolayr kalsiyum iyonu, kompleksi daha rijit ve daha kararh kilar. (71, 90).
Metal iyonu ile bu sekilde baglanma disiilfit olusumuna benzetilebilir. Tersi bir
durumda yani kalsiyum iyonlarinin yoklugunda, baglanma bolgesi olduk¢a negatif
yiikli olacaktir. Bu durumda yiiklerin birbirini itmesi, katlanmig proteinin kararl
olmasina engel olacaktir.

Calismada metal iyonu olarak ortama % 0.1° lik CaCl, katildiginda enzim
aktivitesinin % 105 oranmda arttif1 goriildi. Mn™ ve Ni*? iyonlarmin ise enzimi
sirasiyla % 32 ve % 26 inhibe ettigi tespit edildi (Tablo 4.5.).

Yapilan ¢alismaya gore Bacillus coagulans® m kullanilan susunun kavun kabugu
substrat olarak kullanildiginda SSF ortamindan daha fazla lipaz enzimi {irettigi tespit
edildi. Hem kisa fermantasyon siiresinde (24 saat) hem de kolay bulunabilen ve
degerlendirilmeyen atiklarin bu gekilde degerlendirilerek lipaz yada bagka enzimlerin

tiretiminde yararh olabilecegini iimit ediyoruz.
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Sekil 4.1. Farkl: substratlarin Bacillus coagulans lipaz aktivitesi lizerine etkisi

100 -

80 A

60 -

Lipaz aktivitesi U/g (x1000)
8

12

T

24

T

36

T T T T T T T

48 60 72 84 9% 108 120
Inkiibasyon zamani (saat)

132

Sekil 4.2. SSF’ te uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi



41

120

100 -

®
(=]
I

Relatif aktivite (%)
N
(=1
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Tablo 4.1. Lipaz aktivitesi lizerine farkli yaglarn etkisi
Yaglar (1%) Lipaz aktivitesi (U/g)
Zeytinyagi 78.100
Soya yag1 45.500
Aycicek yag 52.500
Masir yag 19.500

Tribiitirin 52.500




Tablo 4.2. Lipaz aktivitesi tizerine farkl: zeytin yag1 konsantrasyonun etkisi

Zeytin yag1 konsantrasyonu (%) Lipaz aktivitesi (U/g)
1.0 78.100

2.0 140.500

3.0 97.500

4.0 49.200

5.0 39.500

6.0 33.100

7.0 19.500

Tablo 4.3. Lipaz aktivitesi tizerine farkli azot kaynaklarinin etkisi

Azot kaynaklari (%2) Lipaz aktivitesi (U/g)
NH,Cl 131.600
NH4SO4 109.100
NH4NO; 162.000
NH;4H,PO4 112.000

Tablo 4.4. Lipaz aktivitesi iizerine farkli organik azot-karbon kaynaklarinin etkisi

Azot-karbon kaynaklar (%2) Lipaz aktivitesi (U/g)
Ure 69.200
Casoamino acid 99.900
Pepton 81.500
Beef extract 94.000
Yeast extract 97.500

Bacto liver 106.800




Tablo 4.5. Lipaz aktivitesi izerine farkh karbon kaynaklarnin etkisi
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Karbon kaynaklar (%2) Lipaz aktivitesi (U/g)
Sukroz 139.000
Nisasta 149.000
Glukoz 118.800
Galaktoz 123.700
Maltoz 141.700

Tablo 4.6. Lipaz aktivitesi tizerine farkli metal iyonlarin etkisi

Metal iyonlar Relatif aktivite ( % kontrol)
Kalsiyum klortir 105

Bakar siilfat 71

Magnezyum siilfat 76

Mangan siilfat 32

Cinko siilfat 71

Demir siilfat 56

Nikel siilfat 26




Resim. 1. Bacillus subtilis’ den elde edilen lipazin tgiinciil yapisi i¢in dnerilen model
(91)
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nucleophilic
elbow

Resim.. Bacillus subtilis’ den elde edilen lipazin aktif merkezi (91)
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Resim.3. Pseudomonas aeruginosa’ dan elde edilen lipazin iigiinciil yapisi i¢in 6nerilen
model (92)
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7. EKLER

Ek.1. Tampon Hazirlanmasi
pH: 4; 50 mM Asetat tamponu:

20.2 mL 50 mM asetik ait ve 4.5 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ ye
tamamlandz.

pH: 5; 50 mM Asetat tamponu:

7.4 mL 50 mM asetik ait ve 17.6 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ ye

tamamland.
pH: 6; 50 mM Asetat tamponu:

250 uL 50 mM asetik ait ve 4.75 mL 50 mM sodyum asetat saf su ile 50 mL’ ye

tamamlandi.

pH: 7; 50 mM Tris-HCI tamponu:

23.3 mL 50 mM HCI ve 25 mL 50 mM Tris safsuile 50 mL’ ye tamamland;.

pH: 8; 50 mM Tris-HCI tamponu:

14.6 mL 50 mM HCI ve 25 mL 50 mM Tris safsuile 50 mL’ ye tamamlandi.
Ek.2. Alkali Cozeltisinin Hazirlanmasi
% 4 Na,COs
% 4 Na-K tartarat

% 2 CuSO4
100 mL NayCO; tizerine 1 mL Na-K tartarat, 1 mL CuSO, ilave edilir.
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EKk.3. Folin Reaktifinin Hazirlanmas:

500 mL’ lik balona 100 gr Na,WO4.2H,0, 25 gr Na,Mo004.2H,0, 50 mL % 85’
lik H3POy4, 100 mL derigik HCI ve 700 mL saf su birakildiktan sonra ¢6zelti 10 saat
siireyle yavas bir gekilde geri sogutucu altinda kaynatilir. 150 gr LiSO4, 50 mL saf su ve
birkag damla Br; ilave edilir. Bromun agirisin1 tutmak icin sogutucusuz olarak 15 dakika
kaynatitip sogutulur. Hacim daha sonra 1000 mL’ ye tamamlanar.
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