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Yiiriitiilen bu calismada, Tiirkiye’den izole edilen 32 adet izolat ile 13 adet standart susun
termostabil lipaz iiretimleri incelenmistir. 45 bakteri icerisinde termostabil lipaz enzimi iiretenler,
fenol kirmizisi igeren tribiitirinli ve zeytinyagh kat1 besiyerileri kullanilarak belirlenmistir. Yapilan
tarama deneyleri sonucunda, 11 adet izolat ve 7 adet standart sus olmak {izere toplam 18 bakterinin
termostabil lipaz iirettigi kalitatif olarak saptanmustir. Secilen bu 18 adet bakterinin lipaz iiretim
miktarlar1 kantitatif olarak belirlenirken, bakteriler zeytinyagmin ve tribiitirinin substrat olarak
kullanildig1 iki farkli enzim {iretim besiyerinde 24, 48 ve 72 saat, pH 7.0°de ve 60°C’de
gelistirilmiglerdir. Ayni siireler igerisinde kiiltiirlerin absorbans degerleri, enzim aktivitesi
Olgtimiinde kullanilan kiiltiirlerin yas agirliklar ve besiyeri pH degerlerinde meydana gelen
degisimler de ol¢lilmiistiir. Aktivite tayininde substrat olarak paranitrofenol biitirat kullanilmis olup,
enzim aktivitesi 50 mM’lik, pH 7.0’lik fosfat tamponunda, 60°C’de gerceklestirilmistir. Substrat
olarak zeytinyaginin kullanildig1 besiyerlerinde izolatlar 0.008-0.052 U/ml arasinda, tribiitirinin
substrat olarak bullanildig1 besiyerlerinde ise 0.002-0.019 U/ml arasinda lipaz aktivitesi
gostermislerdir. Izolatlarin ve standartlarin lipaz iiretim miktarlarmi kiyaslamak amaciyla, dl¢iilen
enzim miktar1, her bir kiiltiiriin yas agirligina boliinerek, hiicre basina diisen enzim miktar1 U/mg
cinsinden hesaplanip, bir dizin olusturulmustur. Yapilan bu siralamaya gore en yliksek termostabil
lipaz aktivitesi zeytinyagh besiyerinde, Geobacillus termodenitrificans subsp. calidus F84a(0.009
U/mg) ve F84b (0.008 U/mg) izolatlar1 ile Geobacillus termodenitrificans DSM 465" standart susu
tarafindan {retildigi belirlenmigtir. Ayrica Geobacillus stearothermophilus A113 izolatinin
tribiitirinli besiyerinde en yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak taranan
termofilik izolatlarin bazilarinin, standart lipaz iireticisi termofilik suslardan daha yiiksek miktarda
lipaz {irettikleri saptanmis ve biyoteknolojik olarak lipaz {ireticisi olabilecek aday izolatlar
belirlenmistir.
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In this study, thermostable lipase production of 32 isolates and 13 standard strains were investigated
all of which were isolated from Turkey. Among the 45 bacteria, those producing lipase enzyme are
determined by using solid media containing tributyrin with phenol red and olive oil. The qualitative
enzyme screening experiments revealed that totally 18 bacteria including the 11 isolates and 7
standard strains, produced lipase. When determining the level of lipase production of these 18
bacteria quantitatively, they were incubated at pH 7.0 and 60°C in the media containing olive oil
and tributyrin as substrate during 24, 48 and 72 hours. Over these time-spans the changes in the
absorbance values of the cultures as well as the wet weights of the cultures and the pH values of the
media were also monitored. In the lipase activity assay, para-nitrophenol butyrate (pNPB) is used as
substrate and the enzymatic reaction was carried out in 50 mm phosphate buffer at pH 7.0 and 60°C.
In the media containing olive oil as substrate, the lipase activities of the isolates were between 0.008
U/ml and 0.052 U/ml, whereas a lipase production level between 0.002 U/ml and 0.019 U/ml were
obtained in the media supplemented with tributyrin as substrate. In order to compare the lipase
production capacities of the isolates and the standards, an index for enzyme level per cell weight
(U/mg) was used by dividing the measured enzyme level to the wet weight of the cultures. In the
ranking, the maximum thermostable lipase activity level was achieved by the isolates Geobacillus
thermodenitrificans subsp. calidus F84a (0.009 U/mg) and F84b (0.008 U/mg) and by the standard
strain of Geobacillus thermodenitrificans DSM 465" with in the media containing olive oil. It was
also observed that Geobacillus stearothermophilus A113 had the maximum lipase activity in the
media containing tributyrin. In conclusion, it was pointed out that some of the thermophilic isolates
under investigation produce lipase at a higher rate in comparison to the standard lipase producing
strains. In this study some lipase producing isolates potentially of importance for biotechnology
were also determined.
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1. GIRIS

Enzimler, canlilarin metabolik aktivitelerinde katalizor gorevi goriirler. Canli
metabolizmasindaki reaksiyonlarin biiyiik bir kismi, enzimlerin varliginda gerceklesir.
Ondokuzuncu yiizyilda Louis Pasteur, mayalarin sekeri alkole doniistiirmesini
organizmadaki canli bir sistemin gerceklestirdigi sonucuna vardi. Bu etmene ‘ferment’
admi verdi. 1876 yilinda Alman fizyolog Wilhelm Kiihne ilk kez yunanca olan ‘enzim’
(maya i¢i) kelimesini kullandi. Bu gelismelerin ardindan enzimlerin hiicre disinda da
aktivite gosterip gostermedikleri tartigmalar1 basladi. 1897 yilinda Eduard Buchner canli
hiicre bulunmayan maya 06ziitlinlin sekeri ferrnente etme yeteneginde oldugunu gosterdi. Bu
bulusu ile 1907°de Nobel Kimya Odiilii’nii kazandi. Enzimlerin hiicre dis1 aktivitelerinin
bulunmasinin ardindan arastirmalar enzim yapisina yogunlasti. Enzimlerin protein yapida

olduklar1 20. ylizyilin ortalarinda kesfedildi.

Ozellikle amilaz, proteaz, pektinaz gibi endiistriyel ve biyoteknolojik &neme sahip
enzimlerden bir digeri de, dkaryotik ve prokaryotik organizmalarin lipid metabolizmasinin
onemli bir parcast olan lipaz enzimidir. Giinlimiizde lipaz enzimi biyoteknolojik
uygulamalarin da hizla gelismesi ile beraber hayatimizin bir¢ok alaninda kullanilmaktadir.
Temizlik endistrisi, gida sanayi, saglik sektorii bunlarin baslicalaridir. Temizlik
endiistrisinde yaglarin par¢alanmasi amaci ile lipaz enzimi siklikla kullanilmaktadir. Gida
sanayinde, et Uriinlerinin, siit ve siit iirlinlerinin yaglarindan arindirilmasi isleminde lipaz
enzimi kullanilmaktadir. Saglik sektoriinde sterilizasyon islemleri igin lipaz tercih edilen
bir enzimdir. Tekstil endiistrisinde kumaglarin absorbansini arttirarak boyanma diizeylerini
yiikseltir. Ozellikle esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini katalize
etmelerinden dolay1 biyopolimer sentezinde ve biyodizel iiretiminin 6nemli enzimlerinden

birisidir (Hasan vd. 2006a).

Bunlarin yanisira, termofilik mikroorganizmalarca {iiretilen termostabil enzimler yiiksek
sicakliklarda stabil kalmalar1 ve aktivite gosterebilmeleri, yiiksek sicaklikta substratlarin

¢oziiniirliklerinin artmasi, iirlin olusumunun artmasi, yiiksek reaksiyon orani, diigiik



viskozite ve diisiikk kontaminasyon riski gibi faktdrlerden kaynakli olarak endiistriyel agidan

mezofilik homologlarina tercih edilmektedirler (Hasan vd. 2006a).

Endiistriyel enzim pazarinda bu denli 6nemli olan termostabil lipaz enzimi ile ilgili
belirtilen tim bu bilgiler 15181 altinda, yiiriitilen bu calismada, laboratuvar kiiltiir
kolleksiyonumuzda mevcut bulunan mikroorganizmalar arasindan, ticari ve biyoteknolojik
acidan lipaz enzim kaynagi olabilecek izolatlarin enzim aktiviteleri taranmistir. Bu amagla,
Tiirkiye’den izole edilen Geobacillus cinsi termofilik bakteriler materyal olarak
kullanilmas, izolatlarda enzimin hiicre disina salgilanip salgilanmadig aragtirilmis ve daha
sonraki caligmalarda kullanilmasi hedeflenen bu izolatlarin, gesitli kiltiir kosullarinda
gelistirilmesiyle, potansiyel olarak endiistriyel boyutta termostabil lipaz iiretimi
yapilabilecegi diisiiniilen yiiksek miktarda enzim {reticisi suglar, standart suglarla

karsilastirilarak belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin tliriine ve mekanizmalarina gore siniflandirilirlar.
Substratin ya da reaksiyon adinin sonuna —az eki getirilir. Bir enzim genellikle iki isimle

anilir. Birisi sistematik ad1, digeri ise geleneksel ad1 ifade eder (Tsai, 2007).

Enzimler, Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligine (IUBMB) bagli Enzim
Komisyonu (E.C.) tarafindan 4 numarayla tanimlanirlar ve E.C. X.Y.Z.V sekilinde
gosterilir. Bu gosterimde, X; 6 biiyiik siniftan birini, Y; birinci alt sinif, Z; ikinci alt sinif

ve V;ise enzim numarasini isaret eden semboller olarak kullanilirlar.

Enzim Komisyonu, enzim siniflandirilmasin1 6 biiyiik grup altinda toplamaktadir (Tsai,

2007).
E.C. 1- Oksidorediiktazlar: Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini katalize ederler.

E.C. 2- Transferazlar: Alict ve verici molekiiller arasinda grup (amino, agil, tek karbon,

fosfat, glikozil) transferi yapan enzimlerdir.

E.C. 3- Hidrolazlar: Bir molekiilii iki ya da daha fazla sayida molekiile ayirmak icin sulu

ortamda gerceklesen hidroliz reaksiyonlarini katalizlerler.

E.C. 4- Liyazlar: C-C, C-O, C-S, C-N baglarinin ayrilmasini, hidrolizden ve oksidasyondan
farkl1 bir yolla katalizlerler.

E.C. 5- lzomerazlar: Bir molekiil icerisindeki atomlarin yeniden diizenlenme

reaksiyonlarini katalizlerler.

E.C. 6- Ligazlar: Iki molekiiliin birbirine baglanma reaksiyonlarini katalizlerler.



Ornegin tez kapsaminda calisilan lipaz enziminin sistematik tammlamas: E.C. 3.1.1.3
(triagilgliserol lipaz) olup, kullanilan rakamlardan sirasiyla ‘3’ alt1 biiyiik gruptan tiglinciisii
olan hidrolazlari, ‘1’ ester bagina etki edenleri, ‘1’ karboksil asit hidrolazlari, ‘3’ ise
triagilgliserol lipaz1 ifade etmektedir. Enzim ¢alismalarinda yararli olabilecek web siteleri

mevcut olup Cizelge 2.1°de sunulmustur.

Cizelge 2.1 Enzim arastirmalar i¢in kaynak olabilecek bazi web siteleri (Tsai, 2007)

Web sitesi URL

IUBMB: Enzim http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/enzyme/
Siniflandirilmasi

IntEnz: Siniflandirma ve http://www.ebi.ac.uk/intenz/index.html

Adlandirma

ENZYME DB: Genel http://www.expasy.ch/enzyme/

Bilgiler

Enzim Yapilar http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/enzyme/index.html
PROCAT: Enzim aktif http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/PROCAT/PROCAT.html
bolgesi

Brenda: Enzim Ozellikleri | http://www.brenda.uni-koeln.de/

TECRdb: Reaksiyon http://xpdb.nist.gov/enzyme thermodynamics/
termodinamikleri

KEGG: Enzim aracili http://www .kegg.com/kegg/pathway/map/

yolaklar

PathDB: Birincil metabolik | http://www.ncgr.org/software/pathdb/

yollar

2.2 Mikrobiyal Enzimler

Enzimler, glinliik hayatimizda sik¢a kullandigimiz {iriinlerin ¢ok biiylik bir bdliimiinde
bulunmaktadir. Ozellikle hazir olarak tiiketilen neredeyse tiim besinlerde enzimler
kullanilir. Enzimler uygulama alanlarma bagl olarak farkli cesitlikte ve miktarlarda
kullanildiklarindan endiistriyel enzim iiretimi, bu farklar g6z 6niine alinarak yapilmaktadir.

Enzim {iretiminin biiyiik bir kismin1 mikrobiyal kaynakli enzimler olugturmaktadir.

Mikrobiyal enzimler, hayvansal ve bitkisel enzimlere gore pek ¢ok avantaj saglarlar.

Bunlar:




a- Hayvanlar ve bitkiler, mikroorganizmalara gore daha yavas gelisirler.

b- Bitkisel ve hayvansal enzimlerinin liretimleri olduk¢a pahalidir.

c- Dogadaki mikrobiyal canli ¢esitliginin fazlalig1 ile enzimlerde olusan gesitlilik onlar1
bitki ve hayvan enzimlerinden avantajli kilmaktadir.

d- Giinlimiizde pek ¢ok mikroorganizmanin kontrolii ve ¢ogaltilmasina dair genetik ve
fizyolojik bilgi mevcut olup, hemen hemen istenilen biitiin metabolik iirlinler bu

yollarla iiretilebilmektedir (Okafor 2007).

Endiistriyel olarak en fazla kullanilan enzim grubu hidrolazlardir. Ozellikle amilaz, proteaz,

pektinaz ve lipazlar en yaygin kullanilanlardir.

a-Amilaz: o-Amilazlar, bakteriyel kaynaklarin sicakliga kars1 daha dayanikli olmalarindan
dolay1, fungal kaynaklara gore daha cok tercih edilirler. Termostabil a-amilazin uygulama
alan1 oldukga genislemis ve gesitlenmistir. Bu enzimler, tekstil ve kagit endiistrisinde,
nisastanin sivilastirilmasinda, ekmek, glukoz ve fruktoz suruplart ve tutkal {iretiminde,
alkol fermantasyonunda kullanilmaktadirlar. Ozellikle Bacillus licheniformis tarafindan
sentezlenen termostabil o—amilaz, nisasta hidrolizine uygundur. Tatlandiricilarin tiretiminde
kullanilan 6nemli bir enzimdir. Gliniimiizde nisastadan {iretilen bir¢ok tatlandirici yiiksek
oranda fruktoz surubu igerir. Glukoz, siikroz kadar tatli degildir. Ancak fruktoz en az
stikroz kadar tathidir. Nisasta hidrolizi sonucu olusan glukoz, glukoz izomeraz ile fruktoza
doniistiiriiliir ve tatlandiricilarin yapiminda kullanilir. Ayn1 zamanda fruktoz diisiik kalorili

tatlandirici olarak da bilinir (Okafor 2007).

Proteaz: Proteazlar toplam enzim {iretiminin yaklasik %60°n1 olusturmaktadirlar. Proteaz
tiretiminde en 6nemli mikroorganizmalar, termofilik ve alkalifilik Bacillus tiirleridir. Bu
tirlerin yiiksek sicaklik ve pH’ta aktivite gostermeleri, bu cinse ait bakterilerin proteaz

tiretiminde kullanilma nedenidir (Johnvesly ve Naik, 2001).

Deterjan endiistrisinde kullanilan en yaygmn enzimlerden biri proteazdir. Proteolitik
enzimler, hastanelerde kullanilan kan ve iltihap Ilekeli sargilarin temizlenmesini

kolaylagtirmaktadir. Bu amag i¢in kullanilan proteolitik enzimler yiiksek optimum pH’a (9-



11) sahip olmalidirlar. Dahas1 enzimler peptit baglarini rastgele ayirabilecek ozellikte ve
proteinlerin ¢oziliniirligiinii kolaylastiric1 6zellikte olmalidir. Bu 06zellikteki enzimler
genellikle alkalifilik 6zellikte ve aerobik spor olusturan suslardan (B. licheniformis, B.
amyloliquifaciencs ) elde edilmektedirler (Okafor 2007).

Mikrobiyal rennet: Rennin geng memelilerin gastrik suyunda bulunan, siitiin sindirilmesine
yardim eden bir asit proteazdir. Bu enzim siit iiretiminde ve siitiin yapisinda bulunan
protein-kappa kazeinden parakazeini ayirmada islev goriir. Renninin ticari formu olarak
bilinen mikrobiyal rennetler buzagilarin dordiincii midelerinden elde edilirler. Bu islem
olduk¢a pahali oldugu icin rennin enziminin yerine mikrobiyal suslar (Muchor miehi, M.
pusillus, Endothia parasitica, Bacillus polymyxa) tarafindan iiretilen asit proteazlar

kullanilir (Okafor 2007).

Laktaz: Laktaz bir dissakkarit olan laktozu hidroliz yoluyla bilesenleri olan galaktoz ve
glukoza ayirir. Galaktoz ve glukoz laktoza gore organizmalar i¢in daha kolay metabolize
edilebilir. Laktaz ticari olarak Kluyveromyces fragilis, Saccharomyces lactis, Aspergillus

niger tiirlerinden tiretilmektedir (Okafor 2007).

Pektinaz: Pektinazlar, pektin igerikli (kompleks asidik polisakkaritler) maddelere saldirirlar.
Pektin icerikli maddeler yiiksek molekiil agirlikli, poli-D-galakturonik asitten
olusmaktadirlar. Sekerlerin karboksilik asit gruplart metanol ile esterlendikten sonra olusan
yap1 poli-iironid olarak bilinir. Bu yap1 bitki hiicrelerinin birbirlerine yapismalarini saglar.

Pektinazlar, meyve suyu ve meyve endiistrisinde meyvelerin pargalara ayrilmasini ve
sikilan suyun parlaklik kazanmasini saglar. Pektinolitik enzimler meyve sularinda, meyve

gelisiminde ve sarap endiistrisinde kullanilir (Okafor 2007).



2.3 Lipazlar

2.3.1 Lipazlarin yapisi

Su ana kadar farkli kaynaklardan saflagtirilan lipazlarin ti¢ boyutlu yapilarinin birbirine
biiylik oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. 1990 ile 1995 yillar1 arasinda 11 degisik
lipaz tiiriiniin yiiksek ¢oziiniirliikteki yapis1 aydmlatilmistir (Oztiirk 2002). Bu enzimlerin
molekiiler biiyiikliikleri, substrat spesifiklikleri ve aktivatorleri disinda, ¢ogunlugunun
benzer yapiya sahip oldugu gozlenmistir. Giliniimiize kadar yapilan caligmalarda, tiim
lipazlarda karakteristik olarak katalitik gruplart igceren merkezi bir B-bandi goéze
carpmaktadir. o/f hidrolaz yapidaki proteinlerin i¢ yapisi incelendiginde paralel B kivrimh
bantlarin heliks seklindeki a yapilart ile ayrildig1 ve siiper heliksel doniislerle bir serit

seklini aldig1 goriilmiistiir (Oztiirk 2002) (Sekil 2.1).

Lipazlar, genel olarak C ve N olmak iizere iki kisma ayrilmis bir polipeptit zincirinden
olugmaktadir. Bunlardan N- kismu, katalitik serinden yilizeye kadar uzanan ve uzun bir yag
asidi zinciri tastyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi kapsamaktadir (Akoh ve Min,

1998).

Merkezi B-bandi ile a-bandi arasinda lipaz enziminin aktif bolgesi bulunmaktadir. Aktif
bolgede yapilan g¢aligmalar bir tgliiniin varligim1 gostermistir. C ucuna yakin kisimda
bulunan histidin amino asidi, ii¢ boyutlu yapida niikleofilik amino aside hidrojen baglar ile
bagli bulunmaktadir. Ayrica bir asidik amino asit (aspartik asit ya da glutamik asit) yine
hidrojen baglar1 ile niikleofilik amino aside baglanir. Bu {i¢lii grubun, enzimin katalitik
aktivitesinde dnemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir (Jaeger vd. 1993). Uglii, iic boyutlu
yapida bir a bandi ile olusturulan kapak yapisi ile korunmaktadir. Katalitik aktivitenin
baslamasi i¢in bu kapak yapisinin ayrilmasi sarttir. Lipaz enziminin aktivite kosulu olan
araylizeyin olusmasiyla beraber kapak yapisi ortadan kalkar ve lipaz enzimi aktiflik
kazanir. Rhizomucor miehei ve insan pankreatik lipazinda yapilan ¢aligmalar ile bu kapak

yapisi gosterilmistir (Brzozowski vd. 1991).



Asidik
Aminoasit

Histidin

Nikleofil

Sekil 2.1 Lipaz enziminin iki boyutlu yapis1 (Oztiirk 2002)

Bu gruptaki enzimler primer dizilimlerinde, her ne kadar farkli seviyelerde benzerlik
gosterseler de, evrim silirecinde birkag istisna disinda korunan aktif bolgenin primer amino
asit dizisi; Gli-X-Ser-X-Gli amino asitlerini i¢ceren bir pentapeptit yapisina sahiptir. Serin
amino asidinin yapida degisime ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik aktivitenin
yitirilmesi konusu {izerine yapilan ¢aligmalar, bu amino asidin kataliz i¢in ¢ok 6nemli ve
gerekli oldugunu gostermistir.  Termofilik Geobacillus tirlerinde aktif bdlgedeki
pentapeptidin ilk amino asidi olan glisinin yerinde alaninin oldugu belirlenmistir. Alanin
amino asidi hidrofobik karakterde bir amino asit olmasindan kaynakli olarak varoldugu
yapt igerisinde dayaniklilik islevi gérmektedir. Bakteri hiicre duvarinda da ¢ok¢a bulunan
bir enzimdir. Bu islevinden kaynakli olarak Geobacillus tiirlerinde glisin yerine alanin’in
bulunmasi aktif bolgenin termal stabilitesinde etkili oldugu diistiniilmektedir (Noble vd.

1993).

Lipazlar i¢in ortaya konan katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin amino asidi
tizerinde yogunlasmistir. Serinin niikleofilik oksijeni trigliserid ile tetrahedral hemiasetal
bir ortam olusturur. Hemiasetalin ester bagi hidroliz olur ve diagilgliserid serbest kalir.
Aktif merkezdeki serin agil esterinin, bir su molekiilii ile tepkimeye girdigi, daha sonra agil
enzimin boliindiigli ve yag asidinin ayrildigi tahmin edilmektedir. Katalitik islemin bu
asamasinda {riiniin aktif merkezden ayrilmasi 6zellikle 6nem tagimaktadir (Petersen vd.

2001).



2.3.2 Lipaz enziminin arayiizey aktivasyonu

Ara yiizey aktivasyonu olgusu ilk kez 1936 yilinda Holwerda vd. ve daha sonra da 1945
yilinda Schonheyder ve Vokqvartz tarafindan gozlenmistir (Verger 1997).

Sulu bir ortamda monomerlerin maksimum konsantrasyonuna doygunluk adi verilir. Bu
doygunluk noktasi triagilgliseroller i¢in emiilsiyon formunun baslangicidir. Lipolizis, su-
yag arayiiziiniin olusumu ile gerceklesir. Lipolitik enzimler grubundan esteraz enzimi (E.C.
3.1.1.1) de, lipaz (E.C. 3.1.1.3) gibi ester baglarina etki etmesine ragmen, esteraz ve lipaz
aktiviteleri arasinda belirgin farklar vardir. Esteraz suda ¢oziinebilen substratlara doygunluk
asamasina gelmeden etki ederken, lipaz maksimum aktivite i¢in substrat doygunluguna

ihtiya¢ duymaktadir (Jaeger vd. 1994) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Lipaz ve Esteraz enzimlerinin aktiviteleri. A, esteraz ve lipaz enzimlerinin farkli
substrat konsantrasyonlarindaki aktiviteleri verilmistir. B, Pseudomonas
auroginosa’daki lipaz enziminin triacetin (0 doygun halde 306 mM) ve
tripropionin (e doygun halde 15 mM)’deki aktiviteleri verilmistir (Jaeger vd.

1994).



2.3.3 Lipaz enziminin katalizledigi reaksiyonlar

Diger hidrofilik enzimlerde goriillmemesine ragmen farkli kaynaklardan elde edilen lipazlar,
polar olmayan organik ¢oziiciiler icerisinde dayaniklilik gosterir. Ayni1 zamanda farkli
boyutta ve Ozellikteki olduk¢a fazla sayida substrati kabul edebilirler. Bunlarin esnek
protein yapilar1 onlara hidroliz, interesterifikasyon, transesterifikasyon (asidoliz,
interesterifikasyon, alkoliz), aminoliz, oksimoliz ve tiotransesterifikasyon gibi pek cok
reaksiyonu katalizleme olanagi verir. Ileri (hidroliz) ve tersinir (sentez) reaksiyonlar,

reaksiyon karigiminin su aktivitesi ile kontrol edilir.

Lipaz enziminin su kullanarak triagilgliseroliin ester baglarmi bdlmesi olayma hidroliz
denir (Sekil 2.3). Amerikan yag sanayinde Colgate-Emery islemi, yaglarin pargalanmasi
amaci ile kullanilmaktadir. Bu siire¢, asir1 basing ve sicaklikta gergeklestigi i¢in yag
yapisinda bozulmaya yol acar. Ayrica maliyeti de oldukca yiiksektir. Bu sebeple, yag
sanayinde lipaz enziminin kullanimi daha uygundur. Bu teknoloji giliniimiizde yag asidi,

digliserid, monogliserid {iretimi, siit lirlinleri ve deterjan imalatinda uygulanmaktadir.

OH

(4] Lipaz

0
“’“\/\/\/\ + i HyO e OH " 3 H()—u\_/\/\/\

OH

Triagilgliserol Gliserol Yag asidi

Sekil 2.3 Triagilgliserol hidrolizi (Jaeger vd. 1994)

Esterifikasyon hidroliz olaymin tersidir ve diisiik su aktiviteli sistemlerde gerceklesir.

Transesterifikasyon ise acil radikallerinin bir ester ve bir asit (asidoliz), bir ester ve diger

10



bir ester (interesterifikasyon) veya bir ester ve bir alkol arasinda degisimi olarak

tanimlanabilir (Oztiirk 2002) (Sekil 2.4).

R, COOR, R ;COOH R, COOR,
R.OH R,OH
R-COOR, R.COOH R.COOR,
1: Hidroliz
2: Ester sentezi
1+2: Alkohz
1+3: Asidoliz
[+2+3+4: Transesterifikasyon

Sekil 2.4 Lipaz reaksiyonlarinin sematik olarak gosterilisi (Oztiirk 2002)

2.3.4 Lipaz Enziminin termostabilitesini etkileyen faktorler

Termofilik mikroorganizmalarin iirettikleri enzimler, yiiksek sicakliklarda optimum aktivite
ve stabilite gdstermektedirler. Yiiksek sicakliklarda enzimlerin stabil kalmasi, termofilik
canlilarin ekstrem kosullarda, metabolik faliyetlerinin devamini saglayan temel unsurlardan

biridir.
Lipaz enziminin termal stabilitesini saglayan ve arttiran faktorler asagida verilmistir.

¢ Hidrojen bagi sayisinin artmasi,

e Heliks yapidaki amino asitlerin artmasi,

® [ yapilarinin uzamasi ve sayica artisi,

® Prolin amino asidi sayisinin artmasi ve daha az sayida glisin amino asidi,

® Yiizey alaninin ve hacmin azalmasi,

e [Kararsiz amino asitlerin (asparjin, glutamin,metiyonin ve sistein) sayisinin azalmasi,
¢ Disiilfit baglarinin artis géstermesi,

® Metallerin (6zellikle Zn) varligi,
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termostabiliteyi saglayan ve arttiran etmenlerdir (Tyndall vd. 2002).

Yapilan bir ¢aligmada, lipaz enzimi kristal yapilar1 bilinen dort bakterinin kimyasal ve
biyokimyasal karsilastirilmas: yapilmis ve karsilastirma sonuglar1 Cizelge 2.2°de
sunulmustur (Tyndall vd. 2002). Bu ¢alismada, mesofilik karakterde olan Pseudomonas
aeruginposa (PAL), Chromobacterium viscosum (CVL) ve Pseudomonas cepacia (PCL) ii¢
bakteriyle termofilik karakterdeki G. steorotermophilus P1 (GSP) susu lipaz enzimlerinin

yapisal igerikleri karsilastirilmisgtir.

Cizelge 2.2 Protein stabilitesinde etkili olabilecek bazi faktorler (Tnydall vd. 2002)

Faktor GSP CVL PCL PAL
Tuz kopriileri/100 kok 3.09 2.19 1.25 3.15
%Strand residues 134 16.0 13.4 12.3
%Sarmal kokleri 47.4 29.0 40.9 46.7
Dipol baglari 4 3 4 3
%Prolin kokleri 4.6 3.1 4.1 4.6
%Glisin kokleri 9.8 8.8 11.3 10.9
%Aromatik kokler 11.6 6.6 7.5 8.1
%JKararsiz amino asit kokleri | 10.6 11.0 11.3 11.2
Disiilfit baglar1 0 1 1 1
Molekiiler hacim/Kok 131 122 121 123

GSP; G. steorotermophilus P1 lipazi, CVL; Chromobacterium viscosum lipazi, PCL; Pseudomonas cepacia
lipazi, PAL; Pseudomonas aeruginposa lipazi.

GSP (ve PAL) lipaz1 tuz kopriileri, prolin kokleri ve heliks kokleri bakimindan yiiksek bir
ylizdeye sahiptir. GSP lipaz1 diger li¢ mezofilik bakteriye kiyasla 6nemli oranda aromatik
koklere sahiptir. Ayni ¢alismada GSP lipaz1 diger lipazlarin sahip oldugu Ca*" baglayan
domainin yaninda Zn*" baglayan domain i¢ermektedir. Bu Zn*" baglayan domainin enzimin

termalstabilitesinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Tnydall vd. 2002).
2.3.5 Bakteriyel Lipazlarin Simiflandirilmasi

Bakteriyel lipazlar, serin hidrolaz ailesi i¢inde yer alir. 8 grup altinda toplanmiglardir. Bu 8
grup icerisinden en biiyiikk grup ise, kendi icinde toplam 6 alt gruba daha ayrilir.

Siniflandirma islemi, korunmus dizi motiflerine ve enzimlerin biyolojik 6zelliklerine gore
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yapilmistir. Bulunan birkag lipolitik enzim, bu 8 genel grubun igerisine dahil edilememistir

(De Pascale vd. 2008). Bu nedenle 9. ve 10. gruplar iizerinde ¢alismalar devam etmektedir.

Grup 1: Pseudomonas, Bacillus, Staphylococcus cinslerinin olusturdugu birinci grup asil

lipazlar olarak bilinirler.

Grup 2: Bu grup lipazlar aktif bolgelerinde Gly-Asp-Ser-Leu serisini barindirirlar.

Streptomyces, Salmonella cinslerinin {irettigi lipazlar bu gruba dahildir.

Grup 3: Streptomyces tiirlerinin irettigi lipazlarin oldugu bu grup lipazlar, grup iki

lipazlarindan farkli olarak ekstraseliilerdirler.
Grup 4: Bu grup lipazlar memelilerdeki hormona duyarl: lipazlara benzemektedirler.

Grup 5: Pseudomonas oleovorans ve Haemophilus influenza gibi mezofilik bakteri

lipazlar1 bu grupta yer alir.

Grup 6: En kiiciik molekiil yapisina sahip bu grup enzimler aktif durumdayken dimerik

halde bulunurlar.

Grup 7: Bu lipazlar oldukga biiyiiktiir ve amino asit dizileri, 6karyotik asetil kolin esteraz

ile homologtur.

Grup 8: Bu grup lipazlar -laktamazlar ile benzerlik gosterir.

2.4 Lipaz Ureticisi Mikroorganizmalar

2.4.1 Fungal Lipazlar

Mikrobiyal orijinli lipazlar temel olarak bakteri ve mantarlardan elde edilir. Biyoteknolojik
uygulamalarda ve organik kimyada bakteriler ve mantarlar tarafindan iiretilen lipazlar

kullanilir.
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Fungal lipazlar, termal stabiliteleri, pH kararliliklar1 ve organik ¢oziiciilerdeki substrat

spesifiteleri ve aktiviteleri gibi 6zellikleri sebebiyle degerli lipaz kaynaklaridir.

Rhizopus cinsi funguslar, 1-3 bolgesine spesifikliklerinden dolayr trigliseritlerin
monogliseritlere doniisiimiinde ve interesterifikasyon reaksiyonlarinda 6nemli rol oynarlar.
Bu ozelliklerinden dolay1 cikolata iiretiminde kullanilmaktadirlar (Ghosh vd. 1996).
Rhizopus nodosus’dan tretilen lipaz 6zellikle siiet deri kiyafetlerin yapimi sirasinda deride

bulunan yagin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir.

1988’in baslarinda Novo Nordisk firmasi tarafindan yag lekelerinin temizlenmesi amaciyla
fungus Humicola nin bir tiiriinden saflastirilan lipazin diisiik kalitede olmasindan ve {liretim
maliyetin yliksek olmasindan kaynakli olarak firma, Humicola lipaz geninin Aspergillus
niger’de ifade edilmesiyle, iiriin kalitesini artirirken, iiretim maliyetini de diistirmiistiir

(Hasan vd. 2006b).

Mucor cinsi fungus Mucor pusillus, bilinen 6nemli bir termostabil ekstraseliiler lipaz
treticisidir. Mucor miehei (IM 20) ve Candida antarctica (SP 382) funguslar
esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlarini katalizleyen lipaz kaynaklarimin

temsilcilerindendir (Hasan vd. 2006b).

Ticari olarak uzun omiirlii fungal lipaz kaynaklar1 sunlardir: Aspergillus niger, A. terreus,
A. carneus, Candida cylindracea, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus,

R. delemar, R. japonicus, R. niveus, R. oryzae (Godtfredson vd. 1990).

2.4.2 Bakteriyel Lipazlar

Bakteriyel lipazlar ilk olarak 1901 yilinda Serratia marescens ve Pseudomonas auroginosa
tiirlerinde gézlemlenmistir (Hasan vd. 2006a). Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,

Bacillus, Geobacillus, Burkholderia, Chromobacterium ve Pseudomonas cinsleri onemli

bakteriyel lipaz kaynaklaridir.
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Tekstil endiistrisinde Pseudomonas cinsi bakterilerin {rettikleri lipazlar, kumaslarla
kompleks olusturabildiklerinden ~ dolayr  yag lekelerinin ~ temizlenmesinde
kullanilmaktadirlar. 1995 yilinda Genencor International, AU-KBC Research Center, Life
Sciences, Anna University kuruluslar tarafindan ilk defa endiistriyal amach lipaz tiretimi
gergeklestirilmistir. Lumafast ad1 verilen ticari lipaz Pseudomonas mendocina ve Lipomax
adi1 verilen lipaz Pseudomonas alcaligenes bakterilerinden iretilmistir (http://www.au-

kbc.org/beta/bioproj2/uses.html).

Lipaz tireticisi bir bakteri olarak bilinen Geobacillus thermoleovorans 1D-1 susu, 65°C’de
zeytin yaginin karbon kaynagi olarak kullanildig1 termofilik basiller arasinda bilinen en
hizl1 biiylime oranina sahiptir. Gelisme sicakligina karsin en yiiksek lipaz tiretimi 50°C’de,
pH 6.0’da gerceklesmistir. Biiylime oranindaki bu deger G. stearothermophilus ve G.
thermocatenulatus tiirlerine gore yiiksek bir degerdir (Lee vd. 1999). Ayni1 zamanda G.
thermoleovorans 1D-1 lipaz geni Escherichia coli’de ifade edildiginde optimum aktivitesi

50°C’de, pH 7.0-8.0 arasinda gozlenmistir (Cho vd. 2000).

Cryptococcus sp. S-2 lipazi biyodizel iiretiminde endiistriyel ve ekonomik olarak dnemli

olan bitkisel yaglarin hidrolizinde kullanilan bir enzimdir (Kamini vd. 2000).

Lipaz iireticisi onemli bir diger termofilik bakteri tiiri de G.thermocanetulatus’tur.
G.thermocanetulatus lipaz1 lizerinde yapilan bir caligmada, lipaz iiretim besiyerinde
kullanilan %1.3’liikk nutrient broth konsantrasyonunun %0.65’e diisiiriilmesiyle enzim
tiretimi 0.08 U/ml’den 0.2 U/ml’ye yiikselmistir. Ayni ¢alismada enzim {iretim besiyerinde
gum arabik varlig1 lipaz aktivitesini arttirici bir etken olarak gézlemlenmistir (Schmidt-
Dannert vd. 1994). Termofilik G. thermocanetulatus’tan 16 ve 43 kDa’luk iki degisik lipaz
saflagtirilmistir. 16 kDa’luk lipaz bilinen en diisiik molekiil agirlikl lipazlardan bir tanesidir

(Schmidt-Dannert vd. 1996).
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2.5 Lipaz Enziminde Sicaklik ve pH’1n Aktivite Uzerine Etkisi

Mikrobiyal enzimlerin endiistriyel kullanimlar1 i¢in karakterizasyon islemi oldukc¢a
onemlidir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan c¢alismalar, lipaz enziminin karakteristiklerini

biiytik 6lciide ortaya ¢ikarmistir.

Mikroorganizmalar ¢ok cesitli sicaklik ve pH araliklarinda gelisim gosterebilirler (Cizelge
2.3). Yapilan bir ¢ok c¢alisma, lipaz enziminin bazik ortamda daha stabil oldugunu ve
endiistriyel kullanim dahilindeki lipaz {iireticisi mikroorganizmalarin alkalifilik oldugunu
gostermistir (Ahmed vd. 2009) (Cizelge 2.3). Lipaz enzimi iizerinde yapilan ¢alismalarda
asidik mikroorganizmalara da rastlanmistir. Bir fungus olan Aspergillus niger’in asidik bir

lipaz iireticisi oldugu belirtilmistir (Ramani vd. 2010).

Endiistriyel lipaz iiretiminde termostabil lipazlar 6nemli bir yer tutmaktadir. Termostabil
lipazlarin se¢im amaci, yiiksek sicakliklarda eriyen yaglara etki edebilmesidir. Termostabil
lipaz kaynag1 olarak cogunlukla Geobacillus ve Pseudomonas cinsi bakteriler ¢alisilmistir
(Kumar vd. 2005) Soguga adapte olmus mikroorganizmalar da lipaz iireticisi olarak
kullanilmaktadir. Bu lipazlar 0-30°C’de aktiftirler. Bunlar arasinda, mezofilik 6zellikteki

Geotrichum sp. soguga adapte olmus 6nemli bir lipaz kaynagidir (Cai vd. 2009).

Bacillus sp. FHS5’ten saflastirilan lipazlarin maksimum aktivitesinin pH 10.0 oldugu
gozlemlenmistir. pH 10.0’dan 11.0°e yiikseltildiginde ise lipolitik aktivite stabilitenin
diistiigii oranda azalmistir (Hasan vd. 2006b).

Bacillus subtilis 168’den saflastirilan lipaz enzimi maksimum stabilitesini pH 12.0’de,
maksimum aktivitesini pH 10.0’da gostermektedir (Lesuisse vd., 1993). Bacillus cinsi
bakterilerin termostabil lipaz {iiretimleri zeytin yaginin substrat olarak kullanildig:
kosullarda 30°C’deki optimal pH’s1 5.5-7.2 arasinda ve pH 5.6’daki optimal sicakligi
60°C’dir (Sugihara vd. 1991).
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G. thermoleovorans 1D-1 susu ile yapilan bir ¢alismada, elde edilen thermostabil lipaz,
60°C’de 1 saat ve 70°C’de 30 dakika inkiibe edildiginde, sicakligin etkisine bagli olarak

normal aktivitesinin %50’sini tekrar kazanmistir (Lee vd. 1999).

Cizelge 2.3 Baz1 mikroorganizmalarin gelistigi sicaklik ve pH’ lar

Sus ad1 Optimal pH ve sicaklik Kaynak bilgisi
Bacillus sp. FHS pH 8.0,37 °C Hasan vd.(2006b)
Geobacillus thermoleovorans (Markossian vd. 2000; Becker
IHI-91 pH 6.0, 75 °C vd. 1997
Bacillus coagulans BTS-3
termofilik THI-91 pH 8.5,55°C Kumar vd. (2005)
Bacillus clausii SKAL-16 pH 8.0-10.0 Lee ve Park (2008)

30-33 °C pH 8.0’de 24
Bacillus cereus saat Dutta ve Ray (2009)
Bacillus coagulans BTS-3 55 °Cve pH 8.5 Kumar vd. (2005)
Salinivibrio sp. SA-2 pH 8.0, 35 °C Amoozegar vd. (2008)
Lactobacilli 30 °C, Papaon ve Talon (1988)
Lactobacillus plantarum,
DSMZ 12028 pH 5.5 Lopes vd. (1999)
Acinetobacter radioresistens pH 7.0, 30 °C Chen vd. (1998)
Enterobacter agglomerans pH 7.0, 30 °C ‘de 48 saat | Zhen-gian ve Chun-yun (2009)
Pseudomonas sp. 7323; pH 9.0, 30 °C Zhang ve Zeng (2008)
Penicillium candidum pH 9.0, 35 °C Ruiz vd. (2001)
Candida rugosa pH 6.5, 30 °C Song vd. (2001)
Cryptococcus sp. S2 pH 5.6,25 °C Kamini vd. (2000)

2.6 Metal Iyonlarinin Lipaz Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Metal iyonlarmim hem katalitik aktiviteyi arttirict hem de termal stabiliteyi yiikseltici
etkileri mevcuttur. Ancak her bir metal iyonu farkli tiirdeki mikroorganizmalara farkl
sekilde etki etmektedir. Baz1 enzimler aktiflik icin metal iyonlarina ihtiya¢ duymaktadir.
Yaygin olarak calisilmus metal iyonlar1 Ca®’, Zn*", Mg®", Mn®", Co®", Hg*", Cu’" ve

Fe’"dir. Hemen hemen biitin lipazlar i¢in Ca®" iyonu aktivator etkisi gostermektedir
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(Ahmed vd. 2009). Ancak istisnai olarak Cizelge 2.4’te gosterildigi lizere Acinetobacter sp.

CR9’de Ca® iyonu varhginda lipaz aktivitesi azalmaktadir.

Geotrichum candidum lipaz I ve Il i¢in tek degerlikli iyonlar lipolitik aktiviteye ¢ok az etki
ederken, iki degerlikli iyonlarn 50 mM’lik konsantrasyonlari lipaz aktivitesini
azaltmaktadir (Veeraragavan vd. 1990). Enterococcus faecalis suslarinda safra tuzlar
enzim aktivitesini kisitlarken, fosfat ve yaygin surfaktantlar lipaz aktivitesini etkilemez ya
da ok az diisiiriirler (Kar vd. 1996). B. coagulans BTS-3’de lipaz aktivitesi; Al*, Co*’,
Mn*" ve Zn*" iyonlari tarafindan kisitlanir, K, Fe’", Hg*", ve Mg iyonlari tarafindan ise
artirtlirken, Na™ iyonu olumlu ya da olumsuz etki yapmaz (Kumar vd. 2005). Rhizopus
japonicus NR400 lipazin aktivitesi 1 mM metal iyonlarindan veya safra tuzundan
etkilenmez. Reaksiyon karigimina albumin eklenmesi sonucu lipaz aktivitesinde artis
gozlemlenmistir (Suzuki vd. 1986). Su ile metanol ve dimetil siilfoksit gibi c¢esitli
organiklerin %0-30 konsantrasyonlardaki karisimlar1 lipaz enzimini aktive eder (Choo vd.

1998).
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Cizelge 2.4 Metal iyonlarinin lipaz aktivitesine etkisi

Sus ad1 Aktivator Inhibitor Kaynak

Geobacillus

thermoleovorans ID-1 | Ca®>" veya Zn*" Lee vd. (1999)

Bacillus natto Na®, POs* ve Ca*’ Ohkuro vd. (1978)

Pseudomonas Kumura vd.

fluorescens No. 33 Zn*" ve Hg*" (1993)

Pseudomonas Chartrain vd.

aeruginosa MB 5001 | CaCl, ZnSOy (1993)

Psedomonas putida Lee ve Rhee

3SK CaCl, ZnSOy4 (1993)

Staphylococcus Muraoka vd.

aureus 226 Mg*" ve Ca** Mn** (1982)

Staphylococcus

aureus Ca”", Mn*" Kobalt ve Cinko Talon vd. (1995)

Pseudomonas susu Zn**, Cu™", Fe'"

Alaskan topragi ve Hg2+ Choo vd. (1998)

Pseudomonas Ferrik iyonlari Sugiura vd. (1977)

Fe3+, Cu2+, Hg2+ve
Rhizopus oryzoe Fe* Hiol vd. (2000)
C02+, Cu2+’ Ni2+

Aspergillus terreus Mg*" ve Ca®" ve Fe’" Yadav vd. (1998)

Serratia marcescens Ni2+, Zn2+, Fe2+, Bachkatova ve

345 Mg Cu*", Hg™" Severina (1980)
Ba’’, Fe’’, Mn*", Ca’', | Cu’’, Co*’, Na*"

Bacillus sp. FH5 Mg*" ve Hg™" ve Zn*" Hasan vd. (2006b)

Acinetobacter sp. CR9

Cu®’, Mo™", Mg*", Zn*"

+
Ca’

Kasana vd. (2008)

Acinetobacter
baumannii BD5

Ca’", Mn”" ve Mg2+

2+ 2+
Zn”~ ve Cu

Park vd. (2009)

Pseudomonas sp. Zhang ve Zeng
7323 Ca*’ (2008)
psychrotroph

Pseudomonas sp. Zn2+, Cu2+, Fe**

Bl1-1 ve Hg*" Choo vd. (1998)

Kalsiyum iyonlarinin varhiginda Escherichia coli’de ifade edilen G. stearothermophilus L1

lipazinin termostabilitesi yaklasik olarak 8-10°C artar. Enzim kalsiyum iyonlarinin

varliginda 60°C’de ortaya ¢ikmaya baslarken bu iyonlarin yoklugunda 58°C’de ortaya
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cikar. Bu da bize gostermistir ki, kalsiyum iyonlar1 termostabil enzime baglanarak enzimin

tersiyer yapisini daha yiiksek sicakliklarda stabilize eder.

2.7 Lipaz Enziminin Substrat Spesifikligi

Lipaz enziminin en énemli substrati uzun zincirli triagilgliserollerdir. Bunlarin disinda bir
cok lipid yapisina etki edebilmektedirler. Staphylococcus cinsi bakterilerin lipazlart her ne
kadar substrat spesifikligi gdstermeseler de, ilgi duyduklar1 substratlar mevcuttur (Cizelge
2.5). Staphylococcus hyicus 0Ozellikle fosfolipidlere karsi oldukga aktiftir (Simons vd.
1998).

G. thermocatenulatus lipaz aktivitesi p-nitrofenil palmitat ve zeytinyaginin substrat olarak
bulundugu ortamda maksimum aktivitesini pH 7.5-8.0 arasinda 60°C’de gdsterir (Schmidt-
Dannert vd. 1994). Bacillus sp. cinsi bakterilerin substrat spesifikligi basit trigliseridlere
kars1 genistir.

G. thermocatenulatus lipaz genlerinin, E.coli DH5a susuna klonlandiginda, maksimum
lipolitik aktivitesinin tribiitirin ve zeytinyaginin substrat olarak kullanildig: besiyerinde, pH

8.0-9.0 arasinda ve 60-70°C’de oldugu gosterilmistir (Schmidt-Dannert vd. 1996).

P. aeruginosa KKA-5 susundan kismi olarak saflastirilan lipazin castor yagint %81
oraninda hidrolize ettigi bulunmustur (Sharon vd. 1998). P. aeruginosa MB 5001’in uzun
zincirli trigliseridlere oranla kisa zincirli trigliseridlere kars1 daha aktif oldugu ve C18
doymamis yag asitlerini CI18 doymus yag asitlerinden daha etkili hidrolize ettigi
belirtilmistir (Chartrain vd. 1993).
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Cizelge 2.5 Substrat etkinligi

Sus adi Substrat cesidi Kaynak
Simons vd.
Staphylococcus hyicus Fosfolipidler (1998)
Amoozegar vd.
Salinivibrio sp. SA-2 Triasilgliseroller (2008)
Thermoactinomyces vulgaris Tributyrinin varlig1 ve yoklugu Elwan vd. (1983)
p-nitrofenil esterleri ve C-8 agil Lesuisse vd.
Bacillus subtilis 168 gruplari ile triasilgliserid esterleri (1993)
Bacillus thermoleovorans ID-1 | Zeytinyagi (%]1.5 h/a) Lee vd. (1999)
Bora ve Kalita
Bacillus sp. LBN4 Zeytinyagl ve maya ekstresi (2007)
Bacillus sp. Tributirin-Tween 80, Zeytinyagi Heravi vd. (2008)
Suda ¢oziilebilir ve ¢oziilemeyen
Staphylococcus sp. Triasilgliseridler Falk vd. (1991)
Acinetobacter baumannii BDS | p-NP kaprat (C10) Park vd. (2009)

2.8 Lipaz Enziminin Uretim Kosullar

Mikrobiyal lipazlarin iiretiminde, enzim iiretim siireleri degisiklik gosterir. Enzim {iretimi
icin 24 saatin altinda inkiibasyon siiresine neredeyse rastlanmaz. Prokaryotik
mikroorganizmalardan Okaryotik mikroorganizmalara dogru, inkiibasyon siirelerinde
belirgin artiglar meydana gelmektedir (Cizelge 2.6). Termofilik Bacillus (Geobacillus)
cinslerinden tiretilecek lipaz enziminin maksimum lipolitik aktivitesi i¢in inkiibasyon siiresi

genellikle 36 saat olarak bulunmustur (Hendelsman and Shoham, 1994).

Cizelge 2.6 Enzim Uretiminde Kullanilan Inkiibasyon Siireleri

Geobacillus (Bacillus) sp. (termofilik) 36 saat Handelsman ve Shoham (1994)
Bacillus cereus ve Bacillus coagulans 24 saat El-Shafei ve Rezkallah (1997)
Geobacillus sp. ARM susu (DSM

21496=NCIMB 41583) 24 saat Ebrahimpour vd. (2008)
Bacillus sp. FHS 48 saat Hasan vd. (2006b)
Pseudomonas suslari > 72 saat | Sarkar vd. (1998)

Candida rugosa 60 saat Song vd. (2001)

Cryptococcus sp. S-2 120 saat | Kamini vd. (2000)

Rhizopus oryzae 4 glin Hiol vd. (2000)

Penicillium wortmanii 7 glin Costa ve Peralta (1999)
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2.9 Mikrobiyal Lipazlarda Klonlama

Klonlamada temel amag, gerekli olan enzimin {iretim kosullarinin kolaylastirilmasi,
maliyetin diistiriilmesi ve ticari olarak elde edilecek iirtin miktarinin en yiiksek seviyeye

¢ikarilmasidir. Bu amagla klonlamasi yapilan lipaz enzimleri mevcuttur.

G. stearothermophilus L1 lipaz geninin E.coli de ifade edilmesi sonucu iiretilen lipazin, pH
9.0-10.0 civarinda ve 60-65°C’de aktive oldugu bulunmustur (Kim vd. 1998). G.
stearothermophilus L1 lipaz geni E.coli ye klonlandiginda lipaz iiretiminin sentetik
substratlar olan p-nitrofenil kaprilat ve trigliseridlere gore tripropionine kars1 daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Kim vd. 1998). Bu lipaz, sigir yagini ve palmiye
yagini 50°C’de zeytin yagindan daha ¢abuk hidrolize etmektedir.

Termofilik G. thermocatenulatus lipazi, E.coli DH5a’da ifade edildiginde pH 9.0-11.0
arasinda yiliksek oranda stabilite gostermektedir (Schmidt-Danert vd. 1996). Bacillus sp.
FHS5’ten saflagtirillan  lipazlarin maksimum aktivitesinin pH 10.0’da  oldugu
gozlemlenmistir. pH 10.0’dan 11.0°e yiikseltildiginde ise lipolitik aktivite, stabilitenin
diistiigii oranda azalmistir (Hasan vd. 2006b).

2.10 Lipaz Enziminin Endiistriyel Uygulama Alanlar

Termostabil enzimler, 6zellikle diisiik maliyetleri ve yiiksek oranda stabil olmalarindan
dolay1 biyoteknolojik uygulamalar iginde biiyiilk 6neme sahiptirler (Handelsman ve Shoham

1994).

Ozellikle yiiksek sicakliklarda gergeklesen biyolojik siireglerin avantajlari;
Yiiksek diflizyon orani saglanir,

Lipitlerin ve diger hidrofobik substratlarin sudaki ¢oziiniirliigii yiikselir,
Substrat viskozitesi diisiiriiliir,

Reaktant ¢oziiniirliigi yiikselir,
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Yiiksek sicaklik reaksiyon oranini daha hizli hale getirir,

Mikrobiyal kontaminasyon riski azaltilir (Sugihara vd. 1991, Kim vd. 1998).

Ticari olarak tretilen ilk lipaz enzimi, Novo Nordisk firmasi tarafindan 1994’te {iretilen
‘Lipolase’dir. Lipolase bir fungus olan 7. lanuginosus lipaz geni A. oryzae’da ifade edilerek
dretilmistir. 1995°te  Genecor International firmasi, Pseudomonas mendocina’dan
Lumafast’t ve Pseudomonas alcaligenes’ten Lipomax’i, iki ayri lipaz olarak iiretmistir

(http://www.au-kbc.org/beta/bioproj2/uses.html).

Termostabil enzimler biyopolimer ve biyodizel sentezinde, farmasotik, tarim kimyasallari,
kozmetik tirtinlerin tiretiminde kullanilirlar (Haki ve Rakshit 2003). Endiistriyel siireclerde

kullanilan birgok lipaz enzimi 45°C’nin {lizerinde is gérmektedir.

Lipazlar faydali, geri doniistiiriilebilen bilesiklerin {iretiminde biyokatalist olarak islev
goriirler. 1-Biitil oleat, biitanol ve oleik asidin dogrudan esterifikasyonu ile biyodizel

viskozitesini kig aylarinda diisiirmek i¢in iiretilir.

Deterjanlar igerisinde bulunan lipazlar, endiistriyel camasirhanelerde ve evlerdeki
bulasiklarin temizlenmesi i¢in deterjanlarin igerisine ilave edilir. Deterjanlarin temizleme
giicii bu yollarla zirveye ulagsmig goériinmektedir. Biitlin deterjanlar benzer igerige sahiptir
ve benzer temizleme mekanizmalarina dayanirlar. Deterjanlar icerisine temizleme giiclinii

arttirmak amaci ile amilaz, proteaz, lipaz gibi enzimler ilave edilir (Ito vd. 1998).

Enzimler, deterjan irilinlerinin ¢evreye olan etkilerini azaltir. Daha diisiikk sicakliklarda
yikamaya olanak saglayarak, enerjiden tasarruf edilmesini saglarlar. Zararl olan artiklarin
ayrilmast saglanir, kanalizasyon islemi icerisinde olumsuz etkileri yoktur ve akuatik

yasama karsi risk olugturmazlar.

Lipazin yiizeydeki hareketsizligi, yagin ylizeyden kaldirilmasini kolaylastirir ve kumas

ylizeyinin 1slanabilirligini degistirir. Kumas iizerindeki lipaz, yag lekesinin ortadan
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kaldirilmasi i¢in kumas-lipaz kompleksine doniisiir. Lipaz yag lekesi olusumundan 6nce ya
da sonra kumasa tutunabilir (sorbed lipase) ve kuru ya da 1slak kumasta hidroliz igin aktif
durumda bulunur. Yag ve yag asitlerinin etkileri, lipaz {ireticisi mikroorganizmalar arasinda

farklilik gostermektedir (Cizelge 2.7).

Endiistriyel lipaz iiretimi, birgok alanda uzun zamandir yapilmaktadir (Cizelge 2.8). Lipaz
salmimimin mikrobiyal gelisimin ge¢ safhalarinda gerceklesmesi, endiistriyel iiretim
acisindan sikint1 yaratmaktadir (Tan and Gill 1985). Bu sebepten 6tiirii, endiistriyel amagla

tiretilen sadece birkag termostabil lipaz bulunmaktadir (Wu vd. 1996).

Cizelge 2.7 Yag ve yag asitlerinin lipaz {ireticisi ¢esitli mikroorganizmalardaki etkisi

Yag kaynagi Organizma Lipaz iiretimine etkisi
Sentetik ve dogal Aspergillus wentii Distirtir

yaglar

Zeytin yagi Saccharomycopsis sp., Bacillus | Distriir

licheniformis, Staphylococcus
sp., Mucor caseiolyticus

Zeytin yagi, Misir Penicillium roqueforti Diisiiriir
yagl, Tereyag

Zeytin yagi, Yerfistig1 | Pseudomonas mephitica Yikseltir
yag1, pamuk tohumu

yagi

Tribiitirin ve P. fragi, M. freudenreichii Etki etmez
Trioktanoin

Doymamis yag P. fragi Diistirtr
asitleri

Oleik, Linoleik ve P. mephitica Yiikseltir

Linolenik asit

Ester iiretimi, tat ve aroma maddeleri olarak besin endiistrisine uygun bir rol oynamaktadir.
Lipazlar uzun zamandan beri yagsiz et liretiminde kullanilmaktadir. Yaglar balik etinin
islenme siirecinde lipaz eklenmesi ile uzaklastirilir ve bu islem biolipolizis olarak

adlandirilir. Lipazlar sosis ve sucuk iiretiminin fermentasyon basamaginda onemli rol
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oynamaktadir. Farkli mikrobiyal kokenli lipazlar, pirin¢ tadnin rafinasyonu ile elma

sarabinin aromasinin ve fermentasyon hizinin yiikseltilmesinde kullanilmistir.

Cizelge 2.8 Ticari olarak iiretilen lipazlar, firmalar ve iretici mikroorganizmalar

Ticari lipaz | Sus adi Uretici Firma Uygulama | Kaynak
Alam
Lumafast Pseudomonas | Genencor Deterjan Jaeger vd. 1994; Jaeger
menodocina | International, ve Reetz 1998
USA
Lipomax P. Gist-Brocades, Deterjan Jaeger vd. 1994; Jaeger
alcaligenes The Netherlands; ve Reetz 1998
Genencor
International,
USA
Belirtilmemis | P. glumae Unilever, The Deterjan Jaeger vd. 1994
Netherlands
Belirtilmemis | Bacillus Solvay, Belgium | Deterjan Jaeger vd. 1994
pumilus
Chiro CLEC- | P. cepacia Altus Biologics, | Organik Jaeger ve Reetz 1998
PC, Manheim Sentez
Chirazyme
L-1
Amano P, P- | P. cepacia Amano Organik Jaeger ve Reetz 1998
30, PS, LPL- Pharmaceuticals, | Sentez
80, LPL- Japan
200S
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calismada lipaz tiretim miktarinin belirlenmesi i¢in kullanilan materyal ve yontem Sekil

3.1°de 0zet olarak sunulmustur.

Sekil 3.1 Deney akis semasi
3.1 Termofilik Bakteri izolatlar

Bu calismada, daha onceki caligmalarimizdan izole edilen ve Mikrobiyoloji Arastirma
Laboratuvarimiza ait kiiltiir stoklarinda bulunan 32 adet termofilik sus kullanilmistir

(Coleri, A. 2007). Numuneler; Aydin, Manisa, Denizli, Izmir, Nevsehir ve Ankara
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illerinden toplanmistir. Bu izolatlarin kodlari, izole edildikleri bdlgeler ve daha once

dizileri belirlenen 16S rRNA genlerinin aksesyon numaralar1 Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Calisilan izolatlarin izole edildikleri yerler, 16S rRNA geni dizi uzunluklari, ve

Genbank aksesyon numaralari

16SrRNA | 165 rRNA
izolat izole edildigi yer — sicak su kaynagi - numune geni dizi genine ait
kodu cesidi uzunlugu GenBank
(b¢) Aksesyon
Numarasi
Al113 Germencik, Omerbeyli, Aydin -Aktas MTA sondaj 1407 FJ42959
kuyusu — toprak
Al142 Germencik, Omerbeyli, Aydin - Hor¢ay1 MTA 1400 FJ429990
sondaj kuyusu — sediment
A146 Germencik, Omerbeyli, Aydin - Hor¢ay1 MTA 1420 FJ429568
sondaj kuyusu — sediment
A333 Germencik, Omerbeyli, Aydin - Deli Mehmet 740 EU326497
Duragi MTA sondaj kuyusu — toprak
A335 Germencik, Omerbeyli, Aydin - Deli Mehmet 1391 FJ429994
Duragi MTA sondaj kuyusu —toprak
A353 Salavatli, Yavuzkoy, Aydin - 1. MTA sondaj 1399 FJ429997
kuyusu — sediment
A364 Salavatli, Yavuzkdy, Aydin - 2. MTA sondaj 1404 FJ429998
kuyusu — toprak
A392b |Salavatli, Yavuzkdy, Aydin - 2. MTA sondaj 1392 F1430002
kuyusu — toprak
A394 Salavatli, Yavuzkoy, Aydin - 2. MTA sondaj 1393 F1430003
kuyusu — toprak
A403 Salavatli, Yavuzkoy, Aydin - 2. MTA sondaj 1456 FJ429570
kuyusu — toprak
A404 Salavatli, Yavuzkoy, Aydin - 2. MTA sondaj 1383 F1430005
kuyusu — toprak
A412b | Salavatli, Yavuzkdy, Aydin - 2. MTA sondaj 1413 F]429571
kuyusu —toprak
A413 Salavatli, Yavuzkoy, Aydin - 2. MTA sondaj 1390 FJ430006
kuyusu — toprak
B84a Turgutlu, Urganli Mevkii, Turgutlu Kaplicalari, 1390 FJ430009
Manisa - Sicak su artezyen kuyusu — su
C161ab |Buharkent, Tekkehamam-Tekkekoy mevkii, 1385 FJ430012
Babacik 1licasi, Denizli - Sicak su artezyen kuyusu
— toprak
C196 Buharkent, Tekkehamam-Tekkekdy mevkii, 1393 FJ430014
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Cavusoglu kaplicasi, Denizli - Sicak su artezyen
kuyusu — toprak

C226 Buharkent, Tekkehamam-Tekkekdy mevkii, 1395 FJ430015
Cavusoglu kaplicasi, Denizli - Sicak su artezyen
kuyusu — toprak

C304 Buharkent, Tekkehamam Inalt1 mevkii, Denizli - 1417 FJ429574
Sicak su artezyen kuyusu — sediment

D195 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 1401 FJ430023
artezyen kuyusu — sediment

D413 Dikili, Camur 1licas1, Izmir - Sicak su artezyen 1395 FJ430040
kuyusu — toprak

D494 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 1404 FJ430045
artezyen kuyusu — sediment

D504 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 1386 FJ430047
artezyen kuyusu — sediment

D621 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 138 FJ430050
artezyen kuyusu — toprak

D623 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 1391 FJ430051
artezyen kuyusu — toprak

D642 Dikili, Kaynarca, Kocaoba Mevkii, Izmir - Sicak su 1393 FJ430052
artezyen kuyusu — toprak

E134 Altinsu Mahallesi, Kozakli, Nevsehir - Sicak su 751 EU477771
artezyen kuyusu — su

E173a | Kozakli Belediye kaplicasi,[ /Baglica vadisi i¢i, 1400 FJ430056
Kozakli, Nevsehir —toprak

E173b | Kozakli Belediye kaplicasi, Baglica vadisi igi, 1393 FJ430057
Kozakli, Nevsehir —toprak

E265 Altinsu Mahallesi, Kozakli, Nevsehir - Sicak su 1432 FJ429590
artezyen kuyusu — sediment

E334 Altinsu Mahalesi, Kozakli, Nevsehir - Sicak su 1431 FJ429594
artezyen kuyusu - kaynak igindeki agac dali

F84a* |Kizilcahamam, imamhatip mevkii, Ankara -KD-1 65 EU477772
MTA sondaj kuyusu — sediment

F84b* |Kizilcahamam, imamhatip mevkii, Ankara -KD-1 1400 EU477773
MTA sondaj kuyusu — sediment

3.2 Standart Termofilik Suslar

Bu calismada, kiiltiir koleksiyonumuzda mevcut olan 13 adet standart sus kullanilmistir
(Cizelge 3.2). Bu standart suglarin termostabil lipaz aktiviteleri belirlenmis ve izolatlarin

enzim iretim miktarlariyla karsilagtirmak amaciyla kullanilmiglardir.

28




Cizelge 3.2 Standart termofilik basil suglar1

Standart termofilik basil suslar:

Geobacillus stearothermophilus DSM 22"

Geobacillus stearothermophilus ATCC 43223
Geobacillus stearothermophilus DSM 5934
Geobacillus thermodenitrificans DSM 465"

Anoxybacillus caldoproteolyticus DSM 15730"

Geobacillus toebii DSM 14590
Anoxybacillus tepidamans DSM 16325"
Geobacillus thermoleovorans DSM 5366
Geobacillus kaustophilus DSM 7263"
Geobacillus vulcanii DSM 13174"
Aeribacillus pallidus DSM 3670"
Bacillus licheniformis DSM 13"
Anoxybacillus thermarum DSM 17141"

3.3 izolatlarin 16S rRNA Gen Dizilerine Gore Filogenetik Analizleri

Izolatlarin 16S rRNA gen dizileri 27F ve 1492R primerleri kullanilarak daha onceki
caligmalarda c¢ikarilmis olup (Cihan vd. 2011a), bu dizilerin aksesyon numaralar
GenBank’da mevcuttur. Izolatlarm mevcut 16S rRNA gen dizilerinin filogenetik
analizlerinde, daha once ¢alisilmis referans suglarla homolojilerini arastirmak amaciyla,
NCIB internet sitesindeki BLASTN arama programi kullanilmigtir. 16S rRNA gen dizileri
Clustal W programi kullanilarak siralanmistir (Thompson vd. 1994). Aga¢ mesafesi
matriksi Jukes ve Cantor ‘un (1969) algoritmasi temel alinarak hesaplanmistir. Filogenetik
agac, neighbour-joining metodu ile olusturulmus ve MEGA 4 programi kullanilarak

bootstrap numunelemesi (1000 replicates) ile degerlendirilmistir (Kumar vd. 2004).
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3.4 Termofilik izolat Ve Standartlarin Lipaz Uretimlerinin Kalitatif Olarak
Belirlenmesi

[zolatlarin lipaz iiretim kapasitelerinin kalitatif olarak belirlenmesinde, fenol kirmizisinin
pH indikatorii olarak yer aldig1 Tribiitirin Agar (2,5 g Meat ekstrakt, 3 g Yeast ekstrakt, 1 g
CaCl,, 10 ml tribiitirin (Sigma-101019059), 30 g agar ve 0,1 g fenol kirmizisi/Lt, pH 7.0),
(Abdel-Fattah vd. 2008) ve Zeytin yagh Agar (3,25 g Nutrient Broth, 1 g CaCl,, 10 g Gum
Arabic (Sigma-101063254), 10 ml zeytinyagr (Sigma-101046151) ve 0,1 g fenol
kirmizisi/Lt, pH 7.0), (Castro-Ochoa vd. 2005) besiyerleri kullanilmistir. izolatlar ve

standartlar 5 ml’lik fenol kirmizi ve agar bulunmayan sivi besiyerilerinde 24-48 saat
60°C’de gelistirildikten sonra kiiltiirlerden 1’er ml santrifiij edilmis ve ilk tarama
asamasinda silipernatant enzim kaynagi olarak kullanilmistir. Fenol kirmizili Tribiitirin ve

Zeytin yagl Agar besiyerilerine bos diskler yerlestirilmis ve enzim kaynagindan bu disklere

100 pl emdirilmistir. 2 saat boyunca 60°C’de inkiibasyona birakilan petrilerde sar1 zon
olusumunun gozlendigi kiiltiirlerde lipaz aktivitesi pozitif olarak kabul edilmistir (Yadav
vd. 1998).

Bu c¢aligmada kullanilan zeytinyagimin ve tribiitrinin kimyasal yapisi sekil 3.2°de
verilmistir. Zeytinyag1 yag asidi igerigi agisindan ¢ok zengindir. Ancak en yogun bulunan

yag asidi oleik asittir. Tribiitrinde yag asidi olarak sadece biitrik asit bulunmaktadir.

a b
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Sekil 3.2 Zeytinyag1 ve Tribiitrinin kimyasal yapist. a: Oleik asit, b: biitrik asit

3.5 Kalitatif Olarak Lipaz Aktivitesi Gosteren Termofilik Standart ve Izolatlarda
Hiicre Dis1 Lipaz Uretimi

Termofilik izolatlarin enzim iiretim zamanlaria bagli olarak lipaz tiretim miktarlarini daha
dogru sekilde belirleyebilmek amaciyla, enzim iiretim besiyerlerinden 24. saat, 48. saat ve

72. saatlerde Ornek alinmis ve bu Orneklerden lipaz aktivitesi Ol¢limleri yapilmistir.
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Kalitatif Ol¢timlerde oldugu gibi kiiltlirler iki farkli substratin kullanildigr iki ayr
besiyerinde gelistirilmistir. Substrat olarak tribiitirinin kullanildig1 besiyeri 1L’si 2,5 g
Meat ekstrakt, 3 g Yeast ekstrakt, 1 g CaCl, ve 10 ml tribiitirin (pH 7.0), (Abdel-Fattah vd.
2008), zeytin yaginin substrat olarak kullanildig: besiyerin 1L’si 3,25 g Nutrient Broth, 1 g
CaCl,, 10 g Gum Arabic ve 10 ml zeytinyag (pH 7.0), (Castro-Ochoa vd. 2005) ile
hazirlanmistir. Her bir kiiltiir, 6n aktiflestirme icin dnce hem tribiitirinli hem de zeytinyagh
kat1 besiyerinde 18 saat 55°C’de {iretilmistir. Daha sonra bu iki farkli besiyerinde
gelistirilen kiiltlirlerin absorbanslar1 serum fizyolojik ile 0.2-0.4 OD arasinda olacak
sekilde iki farkli tiipte ayarlanmisg, her bir OD ayarlanmis tlipteki bulanik kiiltiir 5 ml’lik
tribiitirinli ve zeytin yagl besiyerlerine 1/10 oraninda (500 pl) asilanmustir. Tribiitirinli ve
zeytin yagh swvi1 kiiltirler once 55°C’de, 250 rpm’de 6 saat gelistirilmis ve bu 6n
aktiflestirme kiiltiirlerinden de yine 1/10 oraninda olacak sekilde 5 ml’lik 3 adet tribiitirinli
ve 5 ml’lik 3 adet zeytin yagli esas enzim liretim besiyerine alinmis, 55°C’de, 72 saat
stiresince 250 rpm’de calkalamali olarak gelistirilmistir. Her iki substrat i¢in de ii¢ tekrarh
olarak calisilan her bir tiipten, daha dnce daralari alinan tiiplere, 24, 48 ve 72. saatlerde 1’er
ml aktarilmig, 13.000 rpm’de, 4°C’de 15 dakika santrifiij edilip, slipernatantin pH’s1
Olglilmiis ve enzim kaynagi olarak ayrilmistir. Santrifiij sonrasi darasi alinmis tiiplerin
dibinde kalan bakterilerin yas agirliklar1 Olgiiliip, mg cinsinden hiicre miktarlari

hesaplanmustir.

3.6 Kantitatif Lipaz Aktivite Tayini

Enzim reaksiyonunda substrat olarak para-nitrofenol Biitirat (pNPB) kullanilmistir.
Reaksiyon ¢ozeltisi 100 mM pH 7.0’lik fosfat tamponu, etanol ve 50 uM’lik pNPB’nin
sirastyla  95:4:1 oranlarinda karisimi  ile  hazirlanmistir.  Reaksiyon ¢ozeltisinden
ependorflara 0.9 ml dagitilmis ve iizerine 0.3 ml enzim kaynagindan konulup, reaksiyon
60°C’de 15 dakika boyunca devam etmistir. 15 dakika sonunda reaksiyon tiiplerinin -
20°C’de 8 dakika bekletilmeleri ile reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra mikroplate
okuyucuda 400 nm dalga boyundaki absorbanslar ii¢ tekrarli olarak dl¢iilmiistiir (Lee vd.

1999).
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Sonug olarak, iki farkli substratin ii¢ tekrarli ¢alisilmis tiipiinden elde edilen ii¢ farkli
absorbans degerinin ortalamasi alinmig ve lipaz aktivitesi Oncelikle U/ml cinsinden
hesaplanmustir. izolatlarm lipaz iiretimlerini karsilastirabilmek amaciyla, her bir tiipiin
lipaz aktivitesi kendine ait pelet agirligima boliinerek izolatlarin yas hiicre agirliklarina

(U/mg) bagli olarak olusturduklari lipaz aktivitelerine gore bir dizin olusturulmustur.

3.7 Enzim Unitesinin Hesaplanmasi

0.0125, 0.025, 0.050, 0.075, 0.100, 0.150, 0.200, 0.250, 0.300 mM konsantrasyonlarindaki
para-nitrofenol’tin 60°C’de, pH 7.0’deki absorbans degerleri 400 nm’de okutularak, L/mM
cinsiden ekstinksiyon (absorbsiyon) katsay1 5.081 olarak hesaplanmis ve enzim aktivitesi

hesabinda kullanilmistir.

Bir tinite (U/ml) lipaz, dakikada 1 umol p-nitrofenoliin 400 nm’de, 60°C’de ve pH 7.0’de
olusumu i¢in gerekli enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Enzim iinitesi asagidaki formiile

gore hesaplanmustir.

AOD x V¢

Unite/ml enzim =

€a00mm X tX b X Ve
OD = Optik yogunluk
AOD = OD4ppnmOrnek-ODagonmKor
Ve = Toplam reaksiyon hacim (1.2 ml)

€400nm = p-nitrofenoliin 400 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayis1 (pH 7.0, 60°C)
(5.081 L/mM)

t = Reaksiyon zamani (15 dakika)
b = Is1k gecis yolu (1 cm)
Ve = Reaksiyon karisimindaki enzim hacmi (0.3 ml) (Halvorson 1966)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Termofilik izolatlarin 16S rRNA Gen Dizilerinden Elde Edilen Filogenetik Analiz
Sonuclari

Daha onceki ¢alismalarda, tez kapsaminda kullanilan 32 adet termofilik izolatin tamaminin
Gram (+), hareket edebilen, katalaz (+) ve spor olusturabilen ¢cubuk seklindeki hiicrelerden
olustugu belirlenmistir.  Izolatlar  Bacillacea familyasinin  temel  karakterlerini
gosterdiklerinden, sporlu termofilik basil tiirleri olarak tanimlanmistir (Coleri A. 2007).
[zolatlarin &nceki calismalarimizda cikarilan 16S rRNA gen dizileri temel almarak
olusturulmus evrimsel uzakligi gosteren filogenetik agag, tez kapsaminda yeniden
cikarilmis ve Sekil 4.1°de sunulmus olup, izolatlar agagta toplam 4 farkli termofilik cins ile

biraraya toplanip kiimelenmislerdir.

Otuz iki adet 16S rRNA geninin dizi analizleri sonucunda, termofilik izolatlarmn
Bacillaceae tamilyasina dahil Aeribacillus (4 adet), Anoxybacillus (1 adet) ile Geobacillus
cinslerine (25 adet) dahil olduklar1 ve 2 adet izolatin ise bu cinslerin disinda kalan yeni
termofilik endospor olusturan basiller olduklari belirlenmistir. Filogenetik analizler
neticesinde, izolatlar toplam 10 filogenetik grup olusturmuslardir. Buna gore, izolatlarin
yiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren karigik gruptaki tiirlere (4 adet), G.
stearothermophilus (1 adet), G. thermodenitrificans (2 adet), G. themodenitrificans subsp.
callidus (2 adet), G. thermoglucusidasius (1 adet), G. toebii (1 adet), A. caldoproteolyticus
(14 adet) ve Aeribacillus pallidus (4 adet) tiirlerine dahil olduklari goriilmiistiir. Bu
izolatlarin en ¢ok benzerlik gosterdikleri tip suslarla olan 16S rRNA gen dizi benzerlikleri

Cizelge 4.1°de sunulmustur.

Ayrica, Cl6lab izolatinin 16S rRNA geninin filogenetik analizi sonuglarinda, A.
caldoproteolyticus DSM 15730,  A. tepidamans (G. tepidamans) DSM 16325", A.
rupiensis DSM 17127", A. voinovskiensis DSM 17075" ve A. ayderensis NCIMB 139727
suslarinin, en ¢ok benzerlik gosteren referans suslar oldugu ve sirasiyla % 96.6, 96.1, 96.8,

96.8 ve % 96.2 oranlarinda 16S rRNA gen dizi benzerligi sergiledikleri belirlenmistir.
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%97°den diisiik bulunan 16S rRNA gen dizi benzerligi sonucuna goére Cl6lab izolatinin,

Anoxybacillus cinsine dahil yeni bir bakteri tiiri oldugu diistiniilmektedir.

E173a ve E265 izolatlarinin 16S rRNA gen dizi analizi sonuglar1 ise, su ana kadar
tanimlanan Bacillaceae familyasina dahil tiim tip suslar igerisinden en ¢ok G. foebii E134
susuna sirastyla % 94.3 ve % 96.0, G. toebii DSM 14590" tip susuna ise % 94.2 ve % 95.0
oranlarinda benzedikleri goriilmiistiir. E173a ve E265 izolatlarinin birbirlerine benzerlik
oranlart % 97.5’dur. Diger tanimlanmis endospor olusturan basil tiirlerine benzerlik oranlari
ise % 94.5’un altindadir. Bir bakterinin 16S dizisinin diger bir bakteriden % 5 farklilik
gdstermesi, onun yeni bir cins oldugunu gosterir (Stackebrandt et al. 2002). Buna gore,
E173a ve E265 izolatlarinin NCBI internet sitesindeki BLASTN arama programi
kullanilarak yapilan DNA dizi analizi sonuglarina gore, simdiye kadar tanimlanmis mevcut
referans suglarin 16S rRNA genlerinden, sadece G. toebii tip susu ile % 94.2 ve % 95.0 gibi
diistik bir oranda benzerlik gostermeleri, bu iki bakterinin yeni bir cinse ait iki farkli bakteri

tiirli olabileceklerine isaret etmektedir.

Yine onceki ¢alismalarimizdan elde edilen verilere gore, F84a (DSM 22628") ve F84b
(DSM  22629") izolatlarmm, G. thermodenitrificans DSM 465" susunun birer alttiirii
olduklar1 belirlenmis ve G. thermodenitrificans subsp. calidus olarak adlandirilmiglardir.

(Coleri vd. 2011Db).
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69 |E173b (FJ430057) \
C304 (FJ429574)

G. thermoleovorans subsp. stromboliensis DSM 15393" (AJ704828)

G. vulcani DSM 13174" (AJ293805)

A353 (F1429994)
*$1{L D413 (FI430040) Yiiksek 16S rRNA gen dizi
.|| B caidotenax DSM 406" (226922) benzerligi gosteren karigik grup

G. kaustophilus DSM 7263" (X60618)
G. thermoleovorans DSM 5366 (226923)
G. lituanicus DSM 15325 (AY044055)
B. caldovelox DSM 411 (Z26925)
G. thermocatenulatus DSM 730" (AY608935)
G. gargensis DSM 15378" (AY193888)
G. uralicus K2" (AY079151) /
Al13 (FJ429596)
G. stearothermophilus DSM 22" (AB021196)
G. uzenensis DSM 13551" (AF276304)
G. jurassicus DSM 15726" (AY312404)
G. subterraneus DSM 13552" (AF276306)
G. thermodenitrificans DSM 465" (AY608961)
D195 (FJ430023)
A333 (EU326497)
F84b G. thermodenitrificans subsp. calidus DSM 22629T] G. themodenitrificans subsp.
100 F84a (EU4ATTT72) calidus grubu
G. debilis DSM 16016 (AJ564616)
G. caldoxylosilyticus DSM 12041" (AF067651)

7 B84a (FJ430009)

99 L G. thermoglucosidasius DSM 25427 (AY608981) ]

78

38
90

J

G. stearothermophilus grubu

100

p G. thermodenitrificans grubu

G. thermoglucusidasius grubu

10— E173a DSM 24978" (FJ430056) —
L E265 DSM 24979" (FJ429590) _ Yeni bir cinse ait grup
s E134 (EU477771) 7 -
m DSM 145907 (AF326278) ] G. toebii grubu

A364 (FJ429998) 3
D642 (FJ430052)
C196 (FJ430014)
E334 (FJ429594)
G. pallidus DSM 3670" (Z26930)
B. licheniformis DSM 13" (CP000002) j

100 | A. flavithermus DSM 2641 (226932)
4]“[‘— A. pushchinoensis DSM 12423" (AJ010478)
4 A. kamchatkensis DSM 14988 (AF510985) -
C161ab DSM 25220" (FJ430012) ] | Anoxybacillus grubu
A. rupiensis DSM 17127 (AJ879076)
A. voinovskiensis DSM 17075" (AB110008)
) . -
A. tepidamans DSM 16325 (AY563003) ] A. tepldamans grubu
33 — C226 (FJ430015) \
N

caldoproteolyticus DSM 15730" (AY327448)
40 16 [ A413 (FJ430006)

98

Aeribacillus grubu

34

Bacillus grubu

88

A412b (FI429571)
A142 (FJ429990)
A403 (FJ429570)

i A394 (FJ430003) A. caldoproteolyticus grubu
3 D494 (FJ430045)

19 ‘i[ A335 (FJ429994)
Al146 (FJ429568)
— A392b (FJ430002)
3 — A404 (FJ430005)
D504 (FJ430047)
35 | D621 (FJ430050)

oous' s+ D623 (F1430051) )

100

11

23

Sekil 4.1. Termofilik izolatlar ile Geobacillus, Aeribacillus, Anoxybacillus ve Bacillus cinsine ait endospor olusturan temsilci {iiyelerin 16S rRNA gen
dizileri temel alinarak olusturulmus, evrimsel uzakligi gosteren filogenetik agag. Agag, neighbour-joining metodu ile olugturulmustur. Boostrap degerleri
(%) 1000 tekrara dayandirilarak elde edilmis olup, bar her 100 niikleotid pozisyonundaki 0.005°lik bir yer degisikligini isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1 Termofilik izolatlarin ve referans tiirlerin 16S rRNA genleri temel alinarak
olusturulmus filogenetik gruplari

Bakteriler 16S rRNA gen dizi benzerligi

1-Yiiksek 16S rRNA gen dizi benzerligi gosteren karisik grup
G. vulcanii DSM 13174"

Geobacillus sp. E173b

Geobacillus sp. D413 .
cooaeriis 5p % 99.0-99.8 (izolatlarmn

Geobacillus sp. C304

Geobacillus sp. A353

G. thermoleovorans DSM 5366"

G. kaustophilus DSM 7263"

2- G. stearothermophilus grubu

G. stearothermophilus A113

G. stearothermophilus DSM 22"

G. stearothermophilus ATCC 43223"
G. stearothermophilus DSM 5934"
3- G. thermodenitrificans grubu

G. thermodenitrificans D195

G. thermodenitrificans A333 % 98.7-99.2 ( izolatlarm DSM 465"’ye)
G. thermodenitrificans DSM 465"

4- G . themodenitrificans subsp. callidus grubu

G . themodenitrificans subsp. callidus F84a DSM 22628
G . themodenitrificans subsp. callidus F84b DSM 22629"
5- G. thermoglucusidasius grubu

G. thermoglucosidasius B84a

G. thermoglucosidasius DSM 2542"

6- Yeni bir cinse ait grup

E173a % 97.5 (birbirlerine), % 94.2-95.0
E265 ( DSM 14590"ye)

7- G. toebii grubu

G. toebii E134

G. toebii DSM 14590"
8- Aeribacillus grubu
Aeribacillus sp. A364
Aeribacillus sp. C196
Aeribacillus sp. D642 % 98.0-99.2 ( izolatlarm DSM 3670"ye)
Aeribacillus sp. E334

A. pallidus DSM 3670"
9- Anoxybacillus grubu

Clé6lab
10-A. caldoproteolyticus grubu

DSM 13174", DSM 5366" ve DSM 7263"ye )

% 99.8 (izolatin DSM 22"ye )

% 98.3 (Izolatin DSM 22629""ye)

% 99.2 ( izolatin DSM 2542"ye)

% 99.2 ( izolatin DSM 14590 ye)

% 96.8 (izolatin DSM 17127" ve
DSM 17075 ye), % 96.6 (DSM 15730 ye)
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. caldoproteolyticus A413

. caldoproteolyticus A404

. caldoproteolyticus D504

. caldoproteolyticus DSM 15730"
. caldoproteolyticus A403

. caldoproteolyticus A394

. caldoproteolyticus A412b

. caldoproteolyticus C226 ; T
. caldoproteolyticus D621 (Izolatlarin DSM 15730 ye)

. caldoproteolyticus D623
. caldoproteolyticus A146
. caldoproteolyticus A142
. caldoproteolyticus D494
. caldoproteolyticus A392b
. caldoproteolyticus A335

NN FNENEN AN RN RN RN RN RN RN RN RS

4.2 Termostabil Lipaz Tarama Sonuclari

Bu tez ¢alismasinda 32 izolat ve 13 adet standart sus olmak iizere toplam 45 termofilik
bakteride termostabil lipaz enziminin taramasi yapilmistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.2°de de
belirtildigi tizere, tarama sonucunda 11 izolat ve 7 standart susun zeytinyagl ve tribiitrinli
iki farkli besiyerinde termostabil lipaz enzimleri tirettikleri saptanmustir.
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Cizelge 4.2. 32 izolat ve 13 standart susun termostabil lipaz tarama sonuglari

Bakteri Kodu Lipaz Uretimi Bakteri Kodu Lipaz Uretimi

Zeytinyagi Tribatirin Zeytinyagl Tribitirin
A113 + + D623 - -
A142 - - D642 + -
A146 - - E134 - -
A333 - - E173a - -
A335 - - E173b + -
A353 + - E265 - -
A364 - - E334 - -
A392b - - F84a + +
A394 - - F84b + -
A403 + - G. stearothermophilus DSM 12980 + +
A404 - - G. stearothermophilus DSM 43223" + +
A412b - - G. stearothermophilus DSM 79537 + +
A413 - - G. thermoglucosidasius DSM 25427 - -
B84a - - G. thermodenitrificans DSM 465" + -
Cl6lab - - A. caldoproteolyticus DSM 15730 - -
C196 + - G. toebii DSM 14590" + -
C226 - - A. tepidamans DSM 16325 " - -
€304 - - Aeriballius pallidus DSM 3670 " - -
D195 + - G. thermoleovarans DSM 5366 ' = =
Anoxybacillus thermarum DSM 17141
D413 + + T - -
D494 + = G. kaustophilus DSM 7263" + =
D504 - - G. vulcani DSM 13174" + -
D621 - -

Yapilan termostabil lipaz enzimi tarama sonuglarina gore, bakteri siipernatantlarindaki lipaz
varligi, pH diisiisiinden kaynakli olarak renk agilmasiyla tespit edilmistir. Sekil 4.2 f.‘de
goriildiigli gibi lipaz enziminin mevcut olmadigr siipernatantlarda (negatif kontrol) pH
diismemis ve renkte bir agilma gozlenmemistir. Lipaz enziminin varhiginin kalitatif olarak
taranmasi esnasinda, bakteriyel iiremeye bagli olarak gerceklesen pH degisimi ile
olusabilecek renk degisikliginin Oniine gecebilmek igin kiiltiirler dncelikli olarak santrifiij
edilmis, daha sonra siipernatant enzim kaynagi olarak tarama besiyerilerindeki bos disklere

emdirilmistir.
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Bu sonuglara gore, F84a ve F84b, G. termodenitrificans DSM 465", G. kaustophilus 72637,
G. stearothermophilus DSM 7953", G. toebii DSM 14590", G. vulcani DSM 13174", G.
stearothermophilus DSM 43223", G. stearothermophilus DSM 12980", A353, E173b,
A113, D413, D494, C196, D195, D642 ile A403 suslarinin zeytinyagli ve F84a, F84b, G.
termodenitrificans DSM 465", G. stearothermophilus DSM 7953", G. stearothermophilus
DSM 43223', G. stearothermophilus DSM 12980" ile A113 suslarinin hem zeytinyagh
hem de tribiitirinli kati besiyerinde termostabil lipaz {irettikleri kalitatif olarak

belirlenmistir.
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€. f.

Sekil 4.2Termostabil lipaz enzimi iiretici bakterilerin zeytinyagh besiyerinde verdikleri
zonlar (Pozitif sonuglar, a: C196, D413, D195, D494, b: E173b, D642, ATCC
43223, DSM 7953, c: A113, A353, A403, d: DSM 12980", F84b, DSM 465", ¢:
DSM 14590", DSM 7263", DSM 13174". negatif sonuglar, f: D621, A413,
A412b)
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4.3 Termostabil Lipaz Aktivite Degerleri

Sekil 4.3 ile 4.20 arasinda sunulan grafiklerde termostabil lipaz enzimi aktivite degerleri,
pH degisimi ve absorbans degerleri (bakteri tiremesi) her bir bakteri tiirii i¢in 24, 48 ve 72
saatlerde U/ml cinsinden ve lipaz enzim aktivitesi degerleri tiim bakterilerin
karsilastirilmas1 amaciyla da sekil 4.21°de ve 4.22°de bakteri peletlerinin yas agirliklarina
bagli olarak U/mg cinsinden grafiklendirilmistir. Ayrica Cizelge 4.3.’de ve 4.4.’de suslarin

aktivite degerleri sirastyla U/ml ve U/mg cinsinden verilmistir.
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Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
£ 035 - 8
2
= 03 — -7
2 -6
'S 0.25
£ -5
< 02 . I —o—Aktivite
< L
.g 0.15 L3 === Absorbans
—
g 01 ﬁ#—%_ 2 =f—pH
"
§ 0.05 T L1
5 o0 _ - 0
2 0 24h 48h 72h
Saat
Tribiitrinli Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
E -8
5 0.35
g 03 i\ -7
E 0.25 -6
-5

% 02 \!\ﬁ . , & e Akivite
g L
';") 0.15 AT 3 === Absorbans
>
£ 0.05 -1
(=] _‘
_é’ 0 __;_4 = ' 0

0 24 48 72

Saat

Sekil 4.3 G. thermodenitrificans subsp. calidus F84a (DSM 22628) susunun zeytin yagi ve
tribiitirinli besiyerlerindeki enzim aktivitesinin, pH’in ve optik yogunlugun zamanla
degisimi

G. thermodenitrificans subsp. calidus (DSM 22628) F84a zeytinyagli besiyerinde 72. saat

sonunda en yliksek enzim aktivitesi degerine (0,052 U/ml) ulasmis, absorbans degeri ise 24.

saate kadar oldukc¢a artmis ve sonrasinda degismemistir. 0-72 araliginda pH’da 6nemli bir

degisim gozlenmemistir. Tribiitrinli besiyerinde ilireme 24. saatten sonra baslamis ve

zeytinyagli besiyerine oranla daha iyi gelismistir (Sekil 4.3). pH degeri 6.90’dan 4.50°ye
ylunyag y y1 gelismis p g y
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kadar diismiistiir. Tribiitrinli besiyerindeki enzim aktivitesi zeytinyagli besiyerine gore

diisiik kalmis ve en yiiksek aktivite (0,019 U/ml) 72. saatte gézlenmistir.

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
£ o035 R
2 -7
= 0.3 j\
[ -
g0z -— " :
g 0.15 3 === Absorbans
-
o 0.1 L ={i=pH
> 2
2 0.0 /L\s?—g— 1
5 g
§ O T T T 0
2 0 24h 48h 72h
Saat
Triblitrinli Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
E L
5 0.35 j
g 03 ﬁ\ i
2 0.25 - 6
= - 5
~ 0.2 H J I —o—Aktivite
g - 4
':: 0.15 - + 3 === Absorbans
>
z 0.1 /%/f/ L2 - pH
£ 0.05 L1
[]
2 o N
0 24 48 72
Saat

Sekil 4.4 G. thermodenitrificans subsp. calidus F84b (DSM 22629") susunun zeytinyagh ve
tribiitrinli besiyerlerindeki enzim aktivitesinin, pH’in ve optik yogunlugun zamanla
degisimi

G. thermodenitrificans subsp. calidus F84b (DSM 22629") susu zeytinyagl besiyerinde 24

saat sonunda en yiiksek absorbans degerine ulasmistir. Sonrasinda azalan ve 48-72 saat

araliginda sabit kalan absorbans degerine karsin en yiiksek enzim aktivitesini (0,052 U/ml)
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72. saatin sonunda goOstermistir. Bu deger calismadaki en yiiksek enzim aktivitesi
degerlerinden biridir. pH degerinde 48. saate kadar bir diisiis gozlenmis, daha sonra pH
degeri bir miktar artmistir (Sekil 4.4). Bakteri gelisimi agisindan bakildiginda tribiitrinli
besiyerinin daha c¢ok tercih edildigi ancak tribiitrinli besiyerinde lipaz aktivitesinin sadece

24. saatte ve oldukea diisiik oldugu (0,007 U/ml) tespit edilmistir.

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
Loss - 8
%— 0.3 ‘=j -7
2 0.25 - 6
x -5
~n 0.2 T —o—Aktivite
g -4
';") 0.15 i 3 === Absorbans
>
@ 0.1 %/$ i ——pH
£ / 2 p
£ 0.05 ﬁ/b ——— -1
(=]
"
-g O T T T O
0 24h 48h 72h
Saat
Tribiitrinli Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
E L
5035 8
7 03 -7
2 025 - 6
z .
< \ﬁ_ -5 .
.g 0.2 T + ‘é 4 T —o—Aktivite
o 0.15 3 === Absorbans
v L
)
2 0 S —_— 0
0 24 48 72
Saat

Sekil 4.5 G. thermodenitrificans DSM 465" susunun zeytin yagi ve tribiitirinli besiyerlerindeki
enzim aktivitesinin, pH’in ve optik yogunlugun zamanla degisimi
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G. thermodenitrificans DSM 465" susunun zeytinyagl besiyerinde 72 saat boyunca hem
enzim aktivitesi (0,051 U/ml) (Sekil 4.5) hem de absorbans degeri artmig ve maksimum
degerlere 72. saat sonunda ulasmistir. Bu enzim aktivitesi degeri c¢alisilan bakteriler
arasindaki en yiiksek degerlerden biridir. Bu susun tribiitrinli besiyerindeki iiremesi
zeytinyagl besiyerine gore diisiik kalmistir. Tribiitrinli besiyerindeki pH degeri oldukga
diiserken (6.90°dan 4.50’ye kadar) zeytinyagl besiyerinde 6nemli bir degisim olmamastir.

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
g 035 |
% 03 C— / -7
2 -6
'S 0.25 ‘T
£ -5
< 02 i 1 . I —o—Aktivite
< L
.g 0.15 T l L3 Absorbans
2 |
(2]
S 0.05 -
g ] —— |
8 0 4 T T T 0
2 0 24h 48h 72h

Saat

ekil 4. odlu 1zolatin zeytin yagli besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH'1in ve opti
Sekil 4.6 A353 kodlu izol i gl1 besiyerindeki i ktivitesini H’ ik
yogunlugun zamanla degisimi

A353 kodlu izolatin kiiltiirii 48. Saatte en yogun bulanikliga ulasmistir. Enzim aktivitesinin
en ylksek (0,035 U/ml) oldugu saat 72. saatir. pH degeri 24. saate kadar diisiis gosterirken
daha sonrasinda artma egilimine girmis ve pH 6.90’dan 8.30’a kadar yiikselmistir (Sekil
4.6).
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Sekil 4.7 G. kaustophilus DSM 7263 susunun zeytin yagh besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m

ve optik yogunlugun zamanla degisimi

G. kaustophilus DSM 7263" bakterisi, zeytinyagli besiyerinde 24. saate kadar enzim
aktivitesi gostermemis; ancak 72. saate en yiiksek lipaz aktivitesi (0,034 U/ml)

gozlenmistir. pH degeri zeytinyagh besiyerinde diger bakterilerden farkli olarak 24. saate

de artmistir. Bakteri tiremesi siirekli artan bir egri izlemistir (Sekil 4.7).

__ 04
£ o35
2
% 03
3
s 0.25
k
< 0.2
N
8 0.15
—
g2 01
2
£ 0.05
£
o 0
7]
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<<

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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=== Aktivite
=== Absorbans
== pH

Sekil 4.8 E173b kodlu izolatin zeytin yagli besiyerindeki
yogunlugun zamanla degisimi
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E173b kodlu izolat, zeytinyagli besiyerinde 0-72 saat araliginda artan bir bakteri liremesi
gostermis ve en yiiksek enzim aktivitesine (0,027 U/ml) 72. saatte ulagmistir (Sekil 4.8). pH

degeri 24. saate kadar pek degismemis, sonrasinda bir miktar artis gostermistir.

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
__ 04 9
£ o35 -8
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Sekil 4.9 G. stearothermophilus DSM 7953 susunun zeytin yag1 ve tribiitirinli besiyerlerindeki
enzim aktivitesinin, pH’in ve optik yogunlugun zamanla degisimi

G. stearothermophilus DSM 7953 bakterisi, zeytinyagl besiyerinde 72. saate kadar siirekli

artan bir enzim aktivitesine sahiptir ve bu saatte en yiiksek degere (0,026 U/ml) ulagsmigtir
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(Sekil 4.9). 72 saat boyunca pH degerinde ve bakteri liremesinde Oonemli bir degisme
gozlemlenmemistir. Ancak tribiitrinli besiyerinde 24-48 saat aralifinda ilireme oldukga
artmis, 72. saat sonunda azalmistir. Bu besiyerinde pH degeri zeytinyagli besiyerine gore
oldukca fazla bir diislis gostermistir. (pH 4.00 yaklagmustir). Tribiitrinli besiyerindeki enzim
aktivitesi (0,008 U/ml) ise ¢ok diisiik seviyede dl¢lilmiistiir.

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.10 G. toebii DSM 14590" susunun zeytin yagli besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’1n ve
optik yogunlugun zamanla degisimi

G. toebii DSM 14590" susu, zeytinyagli besiyerinde en yiiksek aktivite degerine (0,024
U/ml) 72. saate ulagsmis ve enzim {iretimi, iireme ile beraber dogru orantili olarak

gozlenmistir. pH degeri 24 saat igerisinde diigsmiis sonrasinda yiikselmistir (Sekil 4.10).
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Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.11 G. vulcani DSM 13174" susunun zeytin yagh besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’mn ve
optik yogunlugun zamanla degisimi

G. vulcani DSM 13174 susu, zeytinyagh besiyerinde G. kaustophilus DSM  7263"
bakterisinde gozlendigi lizere, pH degerini hicbir saat araliginda azaltmamis; aksine siirekli
arttirmistir (6.90°dan 7.85°e kadar). En ytiksek aktivite degerine (0,023 U/ml) 72. saatte
ulagsmustir. 72. saat sonunda ¢ok yogun bir bigimde tiremistir (Sekil 4.11).
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Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.12 G . stearothermophilus ATCC 43223 susunun zeytin yag1 ve tribiitirinli besiyerlerindeki

enzim aktivitesinin, pH’1n ve optik yogunlugun zamanla degisimi
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G. stearothermophilus ATCC 43223 susu zeytinyagli besiyerinde en yliksek aktivitesini
(0,020 U/ml) 72. saatin sonunda gdstermistir. Bakteri iremesinin fazla olmadig1 ve 72 saat
sonunda pH degerinin 6.80’den 7.50°ye ¢iktig1 goézlenmistir. Buna karsi tribiitrinli
besiyerinde en yiiksek enzim aktivitesi degeri (0,011 U/ml) 72. saat sonunda goriilmiis olsa
da, bu deger zeytinyagh besiyerinin olduk¢a altinda kalmistir. Bununla beraber tribiitrinli
besiyerinde bakteri iyi gelismis ve pH degeri zeytinyagl besiyerinin tersine 4.50’ye kadar
diigmiistiir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.13 A113 kodlu izolatin zeytin yag: ve tribiitirinli besiyerlerindeki enzim aktivitesinin, pH’1n
ve optik yogunlugun zamanla degisimi

G. stearothermophilus A113 kodlu izolatta 24-72 saat araliginda enzim aktivitesi ¢ok fazla

degismemis; ancak en yiiksek degere (0,019 U/ml) 72. saatin sonunda ulagsmistir (Sekil

4.13). pH degeri 0-72 saat aralifi boyunca azalmis ve 72. saat sonunda 6.80°den 4.70’e

kadar diigmiistiir. 24-48 saat araliginda lreme oldukg¢a artmis, 48-72 saat araliginda

azalmaya baslamistir. Tribiitrinli besiyerinde ise iireme 0-72 saat boyunca artmis olup, pH

degeri zeytinyagli besiyerine benzer sekilde 6.90°dan 4.80°e¢ kadar azalmistir. Enzim
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aktivitesi zeytinyagli besiyerine oranla diisiik kalmis, en yiiksek aktivite (0,008 U/ml) 24.

saatte gozlenmis ve sonrasinda diislise gegmistir.
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Sekil 4.14 G . stearothermophilus DSM 12980" susunun zeytin yag1 ve tribiitirinli besiyerlerindeki
enzim aktivitesinin, pH’mn ve optik yogunlugun zamanla degisimi

G. stearothermophilus DSM 12980" zeytinyagl besiyerinde kullanildiginda 24-48 saat

araliginda enzim aktivitesinde énemli bir degisim olmamis ve en yliksek aktiviteye 72.
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saatin sonunda (0,017 U/ml) ulasmistir (Sekil 4.14). Ancak bu besiyerinde yogun bir
bakteri tiremesi goriilmemistir. Zeytinyagl besiyerinde 6nemli bir pH degisimi olmamustir.
Bu susun tribiitrinli besiyerinde ise bakteri daha fazla tiremis; ancak enzim aktivitesi degeri
zeytinyagl besiyerinin altinda kalmistir. En yiliksek enzim aktivitesi degeri (0,013 U/ml)
48. saatte Olgiilmustlir. Tribiitrinli besiyerinde pH degeri zeytinyagli besiyerine oranla

azalmis, pH 6.90’dan 4.00’a kadar diismtistiir.
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Sekil 4.15 D413 kodlu izolatin zeytin yagli besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degigimi

D413 kodlu izolatin zeytinyaglh besiyerindeki enzim aktivitesi 24. saate kadar neredeyse
stfirdir. En yliksek enzim aktivite degerine (0,013) 72. saatte ulagmustir. 48. saate kadar pH
artmig, 48-72 saat araliginda Onemli bir degisiklik olmamustir. Bu bakteri 6zellikle

zeytinyagl besiyerinde oldukga iyi bir iireme gostermistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.16 D494 kodlu izolatin zeytin yagl besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degisimi

D494 kodlu izolat, zeytinyagli besiyerinde 24. saate kadar enzim aktivitesi gostermemis, 48

ve 72. saatlerde ¢ok az bir aktivite gostermistir (0,011 U/ml) (Sekil 4.16). Bakteri

yogunlugu inkiibasyon siiresince artig gostermistir. pH degerinde de az bir artis 6l¢iilmiistiir

(6.70’den 7.40’a kadar).

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.17 C196 kodlu izolatin zeytin yagli besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degisimi
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C196 kodlu izolatin zeytinyagl besiyerinde enzim aktivitesi (0,008 U/ml) diisiik kalmistir.
pH degeri 72 saat sonunda bir miktar artmistir. En yliksek iireme 24. saatte gozlenmis

sonrasinda diismiistiir (Sekil 4.17).

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.18 D195 kodlu izolatin zeytin yagh besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degisimi

A353 kodlu izolatta oldugu gibi D195 kodlu izolat, zeytinyagl besiyerinde pH degeri 24.
saat icerisinde diismiis ancak sonrasinda pH degeri 9.0’a yaklagmustir. En yiiksek enzim
aktivitesi degerine (0,013 U/ml) 24. saatte ulasilmis, daha sonra aktivite azalmistir. 0-72

saat sliresince iiremede artis gozlemlenmistir (Sekil 4.18).
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Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.19 D642 kodlu izolatin zeytin yagl besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degigimi

D642 kodlu, izolat zeytinyagli besiyerinde diisiik bir enzim aktivitesi degerine sahiptir

(0,008 U/ml). pH degeri 24. saate kadar diismiis, sonrasinda degismemistir. Uremesi 24.

saatte en yiiksek degere ulastiktan sonra diisiise gecmistir (Sekil 4.19).

Zeytinyagh Besiyerindeki Lipaz Aktivitesi
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Sekil 4.20 A403 kodlu izolatin zeytin yagl besiyerindeki enzim aktivitesinin, pH’m ve optik
yogunlugun zamanla degisimi
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A403 kodlu izolat zeytinyagli besiyerinde diisiik bir enzim aktivitesi (0,008 U/ml)

gostermistir (Sekil 4.20). Bu degere 48. saat sonunda ulasmistir. pH degerinde ¢ok az bir

diisiis gdzlenmistir. Ureme ise 24. saatin ardindan azalmustir.

Cizelge 4.3 Termostabil lipaz aktivitesi 6l¢iimlerinin U/ml cinsinden degerleri (En yiiksek
lipaz aktivitesi degerleri koyu olarak verilmistir)

Lipaz aktivitesi (U/ml)

Enzim iiretim besiyerindeki substrat

Zeytinyagi Tribiitirin
24 48 72 24 48 72

Bakteri saat | saat | saat | saat | saat | saat
F84a 0,032 1 0,043 ] 0,052 | 0,006 | 0,011 | 0,019
F84b 0,035 | 0,038 | 0,052 | 0,007 0 0
G. thermodenitrificans DSM 465" 0,035 10,0441 0,051 | 0,003 0 0
A353 0,021 ] 0,025 | 0,035 0 0 0
G. kaustophilus DSM 7263" 00,022 10,034 | 0,002 | 0,001 | 0,001
E173b 0,01 10,014 | 0,027 0 0 0
G. stearothermophilus DSM 7953 0,014 0,019 0,026 | 0,008 | 0,008 | 0,007
G. toebii DSM 14590" 0,002 1 0,014 | 0,024 0 0 0
G. vulcani DSM 13174 00,013 (0,023 0 0 0
G. stearothermophilus ATCC 43223 0,007 { 0,011 | 0,02 | 0,005 | 0,007 | 0,011
G. stearothermophilus A113 0,016 10,017 | 0,019 | 0,008 | 0,007 | 0,006
G. stearothermophilus DSM 12980" 0,01410,0141 0,017 | 0,010,013 [ 0,009
D413 0,002 10,013 | 0,015 0 0 0
D494 00,009 | 0,011 0 0 0
C196 0 {0,008 | 0,009 0 0 0
D195 0,013 | 0,012 | 0,008 0 0 0
D642 0 {0,007 | 0,008 0 0 0
A403 0,004 | 0,01 | 0,008 0 0 0
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Cizelge 4.4 Izolat ve standart suslarin enzim aktivitelerinin yas agirhiklarina (U/mg)
boliinmesiyle elde edilen degerler (En yiiksek lipaz aktivitesi degerleri koyu

olarak verilmistir)

Lipaz aktivitesi (U/mg)

Enzim iiretim besiyerindeki substrat

Zeytinyagi Tribiitirin
24

Bakteri saat | 48 saat | 72 saat | 24 saat | 48 saat | 72 saat
G. stearothermophilus A113 0,006 0,005 0,004 0,004 0,002 0,001
F84b 0,009 0,009 0,01 0,002 0 0
G. thermodenitrificans 465" 0,008 0,007 0,006 0,003 0 0
F84a 0,006 0,007 0,008 0,001 0,002 0,003
G. stearothermophilus 7953 0,005 0,006 0,006 0,002 0,001 0,001
A353 0,004 0,004 0,007 0 0 0
D195 0,003 0,001 0,001 0 0 0
E173b 0,003 0,003 0,004 0 0 0
G. stearothermophilus ATCC

43223 0,002 0,003 0,004 0,001 0,001 0,002
G. stearothermophilus DSM

12980" 0,002 0,003 0,004 0,002 0,002 0,001
A403 0,001 0,003 0,002 0 0 0
G. toebii 14590" 0,001 0,002 0,003 0 0 0
C196 0 0,001 0,003 0 0 0
D494 0 0,002 0,002 0 0 0
D642 0 0,002 0,002 0 0 0
G. kaustophilus 7263" 0 0,005 0,006 0 0 0
G. vulcani 13174" 0 0,003 0,004 0 0 0
D413 0 0,003 0,003 0 0 0
Sonuclara genel olarak baktigimizda, zeytinyaginin substrat olarak kullanildigi

besiyerilerinde pH degerinin genel olarak artma egiliminde oldugu gozlemlenmistir.

Tribiitrinli besiyerlerinde ise pH biiyiikk oranda azalmistir. Bunun nedeni olarak da lipaz

enziminin etkisi ile besiyeri ortaminda pH’in artmasi1 ve normal kosullarda, ortam pH’sin1
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diisiirmesi beklenen yag asitlerini dengeleyen ve iizerine g¢ikan metabolik bir siirecin
gerceklesmis olabilecegi Ongdriilmiistiir. Bunlarin yanisira ¢ogunlukla bakteri iiremesi
tribiitrinli  besiyerine gore zeytinyaglh besiyerinde c¢ok daha yogun gdzlenmis olup,
zeytinyagl besiyerinde enzim aktivitesi gosteren bakterilerin ¢ogunlugu 72. saat sonunda

en yliksek hiicre dis1 lipaz sentezlemistir.
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Sekil 4.21 Termofilik izolatlarin ve standartlarin zeytinyagl besiyerindeki 24, 48, 72 saatlik
lipaz aktivitesi/yas agirlik (U/mg) degerlerine gore olusturulan dizinleri
(Kisaltmalar: DSM 465" G. thermodenitrificans, DSM 7953 G.
stearothermophilus, DSM 43223"; G. stearothermophilus, DSM 12980"; G.
stearothermophilus, DSM 14590"; G. toebii, DSM 7263"; G. kaustoohilus,
DSM 13174"; G.vulcani)
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Sekil 4.22 Termofilik izolatlarin ve standartlarin tribiitirinli besiyerindeki 24, 48, 72 saatlik
lipaz aktivitesi/yas agirhk (U/mg) degerlerine gore olusturulan dizinleri
(Kisaltmalar: DSM 465T; G. thermodenitrificans, DSM 7953; G.
stearothermophilus, ATCC 43223; G. stearothermophilus, DSM 12980"; G.
stearothermophilu)
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5. TARTISMA ve SONUC

Termofilik izolatlarin kalitatif ve kantitatif olarak lipaz iiretim miktarlar1 Olgiilmiis ve
termostabil lipaz iireten 11 adet izolat ve 7 standart sus belirlenmistir. A113, F84a, F84b,
G. stearothermophilus ATCC 12980, G. stearothermophilus ATCC 43223, G.
stearothermophilus ATCC 7953 ve G. thermodenitrificans DSM 465" adli termofilik izolat
ve standartlarin, substrat olarak hem zeytinyagi hem de tribiitirin substratlarinin varliginda;
diger A353, A403, C196, D195, D413, D494, D642, E173b, G. toebii DSM 14590, G.
kaustophilus DSM 7263" ve G. vulcani DSM 13174" adl termofilik basillerin ise sadece
zeytinyagini substrat olarak kullanarak hiicre dis1 termostabil lipaz iirettikleri goriilmiistiir.
Ozellikle A113, F84a ve F84b kodlu izolatlarin 24 saatte hem zeytinyagi hem de tribiitirini
kullanarak enzim iireticisi diger standart termofilik suslardan ¢ok daha yiiksek miktarda

termostabil lipaz tirettikleri ve biyoteknolojik olarak 6nemli olabilecekleri saptanmustir.

Kullanilan bu iki substrattan zeytinyaginin, izolat ve standart suslar tarafindan tribiitirine
oranla daha fazla tercih edildigi belirlenmistir. Zeytinyaginin substrat olarak kullanildigi
enzim iretim besiyerlerinde aktivite degeri en yiiksek 0,052 U/ml iken, tribiitirinin substrat
olarak kullanildig1 besiyerlerinde bu deger 0,018 U/ml’de kalmistir. Bakterilerin substrata
karst verdikleri bu farkli ilginin sebebi lipaz enziminin substrat spesifikliginden
kaynaklanmaktadir. Yapilan bir calismada G. stearothermophilus MC 7 bakterisi,
tribiitirinde maksimum aktiviteye ulasirken, zeytinyaginda ise aktivite minimumdur
(Kambourova vd. 2003). Bagka bir c¢alismada G. thermoleovorans ID-1 bakterisi
zeytinyagli besiyerinde c¢ok yiiksek bir aktivite degeri verirken, tribiitirinli besiyerinde
aktivite degeri oldukg¢a disiiktiir (Lee vd. 1999). G. thermoleovorans ID-1 susu lipazi
zeytinyagmin substrat olarak kullanildig1 bir c¢alismada 50°C’de 700 U/I’lik enzim
aktivitesi sergilemistir (Lee vd. 1999). ID-1 susunun bir¢ok substrat iizerinde aktivite
gosterdigi tespit edilmistir. Substrat olarak gliserol varliginda bakteri iiremesi en yiiksek
seviyeye ulasirken, enzim aktivitesi gozlenmemistir. Enzim aktivitesinin en yiiksek

seviyeye ulastig1 substrat ise triolein olarak tespit edilmistir.
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Zeytinyagli besiyerinde maksimum aktivite 72 saat sonunda G. thermodenitrificans subsp.
calidus F84a (DSM 22628), G. thermodenitrificans subsp. calidus F84b (DSM 22629")
bakterilerinden ve G. thermodenitrificans DSM 465" standart susu tarafindan {iretilmistir.
Bu ii¢ bakterinin 72. saatte sergiledikleri aktivite degeri yaklasik olarak 0.052 U/ml’dir. Bu
deger ID-1 susu iizerinde yapilan aktivite calismalarinin altinda kalmis olmasina ragmen;
calismamizda kullanilan G. thermoleovorans susunda lipaz enzimi aktivitesi tespit
edilmemistir. Zeytinyagli besiyerinde en diisik aktivite degeri G. toebii DSM 14590"

tarafindan 24 saat sonunda 0.002 U/ml olarak dl¢iilmiistiir.

G. kaustaphilus DSM 7263" ve G. vulcani DSM 13174" standartlari ile D494, C196 ve
D642 izolatlari, zeytinyagli besiyerinde 24 saat sonunda enzim aktivitesi
gostermemislerdir. Zeytinyagli besiyerinde D195 kodlu izolat en yiiksek aktivitesini 24.
saat sonunda, A403 kodlu izolat ise en yiiksek aktivitesini 48. saat sonunda gostermistir.
Bunlarin disindaki biitiin izolat ve standartlar en yiiksek aktivite degerlerine 72 saat

sonunda ulasmislardir.

Tribiitirinli besiyerinde en yiiksek aktivite G. thermodenitrificans subsp. calidus F84a
(DSM 22628) tarafindan 72 saat sonunda 0.018 U/ml olarak hesaplanmistir. Tribiitirinli
besiyerinde G. thermodenitrificans subsp. calidus F84b (DSM 22629") izolati ve G.

thermodenitrificans DSM 465" standard: sadece 24 saat sonunda aktivite gdstermistir.

Lipaz enzimi, hem tribiitirini hem de zeytinyagini substrat olarak kullanabilmektedir.
Esteraz enzimi ise tribiitirini substrat olarak kullanmaktadir. Ancak aktivite deneyinde
kullanilan pNPB sadece lipaz enzimi tarafindan substrat olarak kullanilmaktadir.
Tribiitirinli enzim {iretim besiyerinde lipaz enzimi yerine esteraz sentezini gdzardi etmemek
amaciyla, akivite deneyinde sadece lipaz enziminin etki ettigi substrat kullanilmistir.
Boylelikle tribiitirinli enzim tiiretim besiyerinde esteraz sentezi olmus olsa bile aktivite
deneyinde kullanilan pNPB sayesinde, lipaz enziminin aktivite degerine ulasilmistir. Sonug

olarak, bu ¢alismada tez konusunun kapsamina bagl olarak, tribiitirinli besiyerinde aktivite
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gosteren bakterilerin sadece lipaz enzim {iretimleri belirlenmistir. Besiyerindeki tribiitirin
substratini  parcalamak i¢in lipaz veya esteraz enzimini tercih ettikleri {izerine
odaklanilmamistir. Daha ileride yapilacak calismalarda lipolitik metabolizmadaki enzim

tiretim tercihi daha detayli olarak calisilacaktir.

Bu calismada endiistriyel agidan bakterilerin iirettigi lipaz enziminin degerlendirilebilecegi
substrat zeytinyagi olarak belirlenmistir. Aragtirmalarimiz sonucunda en yiiksek aktivite
F84a ve F84b izolatlarinda 0.052 U/ml ile zeytinyagl besiyerinde hesaplanmistir. Lipaz
enziminin substrat spesifikligini gdéz Oniine alindiginda, calisilacak farkli substrat
kaynaklarinin aktiviteyi arttirict bir etki gosterebildigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda farkli
mineral maddeler ve farkli tampon uygulamalar1 da aktiviteyi arttirici ya da azaltici etkenler
olabilmektedir (Hasan vd. 2009). Yapilan klonlama c¢alismalar1 sonucunda termofilik
Geobacillus cinsi bazi bakterilerin lipaz geninin farkli bakteri tiirlerindeki ifadesi sonucu
hem aktivitenin hem de stabilitenin arttig1 tespit edilmistir (Quyen vd. 2003). Aym
zamanda termostabil enzimler s6z konusu oldugunda klonlama calismalar1 daha fazla 6nem
arz etmektedir. Bunun sebebi termofilik canlilarin iireme hizlari, substrat, pH, metal
iyonlarinin  varligt gibi birgok etken altinda gergeklesirken; Ozellikle patojen
mikroorganizmalar bu etkenlere daha az duyarlilik gosterdikleri i¢in endiistriyel anlamda
biyomolekiil iiretimleri daha verimli bir siirecte gerceklesmektedir. Verimlilik kaygisindan
kaynakli olarak endiistriyel olarak kullanilan lipaz enzimlerinin bir¢ogunun klonlama
caligmalart yapilmistir (Quyen vd. 2003, Sinchaikul vd. 2001, Cho vd. 2000, Li ve Zhang
2005).

Bu calismada, Tirkiye’nin farkli sicak su kaynaklarindan izole edilen Geobacillus cinsi
bakterilerin termostabil lipaz enzim {iretim kapasitelerinin taranmasi ve aktivite deneyleri
sonucu, lipaz enzimi lireten bakteriler tespit edilmis ve liretim miktarlart hakkinda 6nemli
bilgiler edinilmistir. Ayrica, enzim {iretimi dlgiilen tiim izolatlarin, 16S rRNA gen dizileri
kullanilarak filogenetik analizleri yapilmis ve taksonomik pozisyonlar1 belirlenmistir. Buna
gore en yiiksek enzim {iretimi yapan tiirler: D195 ile A333’in dahil oldugu G.

thermodenitrificans, F84a ve F84b’nin dahil oldugu Geobacillus thermodenitrificans subsp.

64



calidus ve A113 izolatinin dahil oldugu G. stearothermophilus’tur. Bunun yaninda, en
yiiksek enzim aktivitelerinden birine sahip Geobacillus thermodenitrificans subsp. calidus
F84a ve F84b izolatlariyla daha 6nce yapilan ¢alismalar, bu suslarin termostabil proteaz,
amilaz, ve glikozidaz enzimlerini de iiretebildiklerini gostermistir (Cihan vd. 2011b). Bir
bakteri susunun birden fazla biyoteknolojik Gneme sahip termostabil enzim {iretmesi,
oldukca ilgi ¢ekicidir. Bu ¢alismada da goriildiigii iizere, bu suslarin, standart suslarla
kiyaslandiginda en yiiksek lipolitik aktiviteyi gostermis olmalari, bundan sonra yapilmasi
hedeflenen enzim iiretiminin optimizasyonu ve karakterizasyonu aragtirmalarimizi 6zellikle
bu suslarin iizerinde yogunlastirmamizi isaret etmektedir. Ayrica daha oOnce yapilan
calismalarda G. stearoyhermophilus ve G. thermoleovorans tiirlerine dahil olan sirasiyla L1
(Kim vd. 1998) ve ID-1(Lee vd. 1999) suslarinin yiiksek miktarda lipaz {irettikleri
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise G. thermodenitrificans ve onun alt tiri olan G.
thermodenitrificans subsp. calidus suslarinin, belirtilen bu iki tiirden daha yiiksek miktarda

lipaz iiretebilen tiirler olduklar tespit edilmistir.

Sonug olarak, elde edilen bu veriler daha sonraki ¢alismalarimiz igin birer temel olustumus
olup, Tiirkiye’nin farkli jeotermal alanlarindan izole edilen termofilik izolatlar arasindan,
biyoteknolojik ve endiistriyel boyutta termostabil lipaz iiretimine kaynak olusturabilecek

aday suslar belirlenmistir.
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