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Farkh Maya Kiiltiirlerinden Lipaz Uretimi ve Verim Artirimi
Ozgiir Kebabci

oz

Bu galigmada Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195, Yerli Susu ve zeytinyagdi
imalathanesi atik toprak orneginden izole ettigim bir maya turiinden lipaz Uretimi
kargilastiriimal olarak arastirilmistir. Yeni izole maya kualtirinin tanimlanmasi
yapilmis ve Candida tropicalis oldugu saptanmistir. Her maya kulttru igin ayri lipaz
uretim optimizasyonu arastiriimigtir. TUm maya suslarinda optimum lipaz Uretim
sicaklhk araliginin 20-40°C, pH araliginin 3-5 oldugu saptanmigtir. Maksimum
lipaz Uretim sicakligi tim suslarda 30°C’dir. Cesitli karbon ve azot kaynaklarinin
lipaz Uretimine etkisi incelenmis ve sonugta besiyeri ortamindaki sekerlerin lipaz
uretimini dnemli Olgude etki etmedigi saptanmigtir. Ancak zeytin, aygicek, misir,
soya ve kanola yaglarinin lipaz dretimini bir miktar artirdigi tespit edilmistir. Azot
kaynaklari ilave edilen besiyeri ortamlarinda en yluksek aktivite Yarrowia lipolytica
NBRC 1658 susunda 16 U/ml, Y. lipolytica IFO 1195 susunda 11,67 U/ml, Y.
lipolytica Yerli Susunda 10,67 U/ml ve Candida tropicalis susunda 10,33 U/mi
olarak amonyum sulfath kudlturlerde saptanmigtir. Sicakligin  enzime etkisi
arastirilarak optimum sicaklik araliginin 10-60°C’lerde oldugu gdzlenmistir. Cesitli
atik ve artiklarin degerlendiriimesi amaciyla besiyeri ortamlarina eklenmis melas,
zeytin kara suyu, zeytin kuspesi arasindan en yuksek aktivite zeytin kuspesi ilave
edilmis ortamlarda saptanmigtir. En ylksek lipaz aktivitesi gosteren sus olan
Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun lipaz enzimi saflastirma calismalarinda
kullaniimistir. Amonyum sulfat ¢dktirmesi ve diyaliz islemlerinden sonra lipaz
enzimi 5,63 kat saflastirimistir. Saflastirimis enzim, kaba enzim ve Y. lipolytica

NBRC 1658 susu farkli destek materyallerine tutuklanmistir.
Anahtar Kelimeler: Lipaz, Uretim, Optimizasyon, Candida tropicalis, Yarrowia sp.

Danisman: Prof. Dr. Nilifer CIHANGIR, Hacettepe Universitesi, Biyoloji Bslimd,
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Lipase Production From Various Yeasts and Yield Improvement
Ozgiir Kebabci

ABSTRACT

In this study, production of lipase by Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195, Y.
lipolytica Domestic Strain and a strain isolated from olive oil mill waste soil were
investigated comparatively. The new strain’s identification was carried out and
identified as Candida tropicalis. Optimization of lipase production from each yeast
strain was studied. Optimum temperature range was 20-40°C and optimum pH
range was 3-5 respectively and maximum lipase production for all strains were
30°C. The effect of various carbon sources as sugars and oils also investigated
and it is detected that sugars have no much effect on production of lipase but oils
such as olive, sunflower, corn, soya and canola oil increased the production of
lipase. When the effect of various nitrogen sources studied, the maximum
production of lipase was seen in medium with ammonium sulfate, and maximum
lipase production was detected in this study, for Yarrowia lipolytica NBRC 1658
strain 16 U/ml, Y. lipolytica IFO 1195 strain 11,67 U/ml, Y. lipolytica Domestic
Strain 10,67 U/ml and Candida tropicalis strain 10,33 U/ml respectively. The effect
of temperature on lipase enzyme of strains was studied and optimum temperature
range of the enzyme was found as 10-60°C. Various wastes added in the lipase
production media, and maksimum lipase production was found in the medium with
olive pulp. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 strain showed the highest lipase
production and selected for purification studies. After ammonium sulphate
precipitation and dialysis lipase enzyme was purified 5.63 fold. Purified enzyme,
crude enzyme and Yarrowia lipolytica NBRC 1658 strain was immobilized on

various carriers such as k-karrageenan, sodium alginate and agar-agar.
Key Words: Lipase, Production, Optimization, Candida tropicalis, Yarrowia sp.
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1. GIiRiS

Biokatalizorler hakkindaki bilgimiz son 200 yilda Onemli bir bi¢cimde artis
gOstermigtir. Lipitler Gzerinde rol oynayan enzimlere olan bilimsel ilgi uzun bir
gecmise sahiptir, dncelikle bu ilgi lipazlar Gzerine yogunlagsmistir sonrasinda ise
fosfolipazlar, lipooksijenazlar ve monooksijenazlar énem kazanmigstir. Bu ilginin
ana sebebi yilda ortalama 90 milyon ton yagin dinya genelinde uretimi ve besin
maddesi olarak kullanilmasi olabilir. Bununla birlikte hayvan ve bitkilerden elde
edilen yaglarin hepsi de insan beslenmesi i¢cin ¢cok da uygun degildir, drnegin

yuksek oranda doymus yag asitleri kardiyovaskuler hastaliklara neden olmaktadir.

Dogadaki mevcut tum enzimlerin iginde hidrolazlar, muhtemelen en kolay
kullanima sahip olanlardir ¢inku kofaktorlere gereksinim duymazlar ve genellikle
isleme kosullarinda oldukg¢a kararli kalmaktadirlar. Bu &zellikler lipazlar ve
fosfolipazlar icin de gecerlidir. Birgok lipaz ticari olarak Uretiimektedir ve bir takim

endustriyel sureclerde bu lipazlar kullaniimaktadir (Bornscheuer, 2000).

Lipazlar diger adiyla triagilgliserol hidrolazlar, trigliseritlerin gliserol ve yag
asitlerine hidrolizinden sorumlu olan enzimlerdir. Lipaz ilk olarak 1834’de Eberle ve
1856’da Bernard tarafindan pankreas Orneklerinde saptanmigtir. Amilaz ve
proteazlar ile birlikte G¢ temel sindirim enzimlerinden biri olmustur. Bitkiler,
hayvanlar ve mikroorganizmalar lipaz Uretmektedir. Lipazlar bir takim farkh
hayvan dokularinda pankreatik, gastrik ve pregastrik lipazlar olarak tanimlanmigtir.
Bunlarin arasinda en siklikla ¢alisilan pankreatik lipazlardir. Ancak gunumuzde
bakteri ve fungal lipazlara olan ilgi daha fazladir. Mikrobiyal lipazlar nispeten
kararli ve gesitli reaksiyonlarin katalizini gergeklestirme yetisindedirler ve bu
nedenle endustriyel uygulamalarda daha énemli bir yere sahip olmuslardir (Hou,
2002).

Lipazlar, proteazlar gibi deterjan endustrisinde kullaniimalarina ragmen siklikla
gida endustrisinde Ozellikle sut endustrisinde ve peynir yapiminda buyuk rol
oynamaktadir. Ancak et ve balik endustrisinde de fazla yagin uzaklagtiriimasinda
lipazlar kullanilir. Bu yaygin kullanim alanlarinin disinda lipazlar tekstil, ilag ve
kozmetik endiistrisinde de kullaniimaktadir. Ozellikle ilac endiistrisinde sindirim

yardimcisi ilaglara ilave edilmektedir.



Endustriyel alanlarda siklikla kullanilan lipazlarin mikrobiyal kaynaklardan tarama
calismalari halen devam etmektedir. Hou ve Johnston, sistematik olarak 1000°den
fazla mikrobiyal kultirde lipaz taramasi yapmislardir ve daha 6nce bildirilenlerden
daha farkh lipaz aktiviteleri saptamiglardir. Bu yeni lipaz aktiviteleri pH ve
termostabilitelerine gore degerlendirilmistir. Johann ve Rozor ayrica 6000
mikroorganizmada steroselektif ve bolgeselektif enzimler igin tarama yapmislardir
(Hou, 2002).

Tum bu arastirmalarin i1siginda lipazlar halen ginimuzde siklikla galigilan bir
konudur ve yeni mikrobiyal kaynaklardan farkli 6zelliklere sahip yeni lipazlarin

tanimlama g¢alismalari devam etmektedir.

1.1. Amag
Bu calisma kapsaminda baslica mayalar olmak Uzere farkli fungal kultirlerden
lipaz aktivite tayini yapilmig ve uretim kosullari optimize edilerek verim artirimi

arastinimistir.

Enzim kaynaklari olarak dinya mikroorganizmalarinin sadece yaklasik %2’si test
edilmistir (Hasan ve ark., 2006). Diger bir degisle yaklagik %98’lik bir kisim henlz
taranmamistir. Bu nedenle arastirmacilar mevcut suslarin yanisira enzim
uretiminde topraktan ve sudan yeni mikrobiyal kaynaklari taramaya devam

etmektedir.

Candida, Endomycopsis veya Saccharomycopsis lipolytica olarak da bilinen
Yarrowia lipolytica en fazla galigilan, klasik olmayan mayalardandir. Y. lipolytica
insanlara patojen degildir ve Genellikle Guvenli (Generally Recognized As Safe,
GRAS) endustriyel mikroorganizmalardan oldugu kanitlanmigtir. Zorunlu aerobik,
dimorfik Ascomycetes olan Yarrowia lipolytica, organik asitler ve hucredigi
proteinler gibi buylk miktarda farkli metaboliti dogal olarak salgilamaktadir.
Hidrofobik substratlarla biyoddnlsum reaksiyonlarinda Y. lipolytica’nin kullanimini
iceren birka¢ yontem gelistirilmistir. Bunlardan bazilarinin biyoremediasyon, kimya
ve gida endUstrileri alanlarinda patentleri alinmistir. Ornegin, Y. lipolytica alkan ve

yag asidi biyodéonisumunde, aroma uretiminde, tek hlcre proteininde (SCP), tek



hicre yakitinda (SCO), ve steroid transformasyonlarinda kullanilabilmektedir
(Aloulou ve ark., 2007).

Gecgmiste ve gunumuzde Y. lipolytica’dan lipaz Uretimi ve kullanim alanlari ile ilgili
bir cok ¢alisma yapilmistir. Yano ve ark., 2008, Japonya’'da her yil balik atiklarinin
2 milyon tonu buldugunu belirterek balik atiklarindan lipit giderimi Uzerine bir
arastirma yapmiglardir. Bunun yanisira zeytinyagi imalathanelerinin atik sularinda
Y. lipolytica kullanilarak lipit giderimine yonelik calismalar da mevcuttur (Scioli ve
Vollaro, 1997, Lanciotti ve ark., 2005, D’Annibale ve ark., 2006). Y. lipolytica’dan
lipaz uUretimi ve bu lipazin kullanimi ile ilgili ¢aligmalarin yanisira bunlarin
saflagtirlmasi, karakterizasyonu ve genetigi Uzerine de bir ¢ok arastirma
yapilmaktadir (Yu ve ark., 2007, Aloulou ve ark., 2007). Y. lipolytica haricinde
baslica Rhizopus sp. ve Candida sp. olmak Uzere bir ¢ok literatir mevcuttur.
Ozellikle bitkisel yaglar kullanilarak Rhizopus oryzae’den biodizel (retim
calismalari dikkat gekmektedir (Zeng ve ark., 2006). Bir diger ¢alismada Candida
antarctica immobilize lipazi kullanilarak gliseril ferulat surekli Gretimi ¢ahsiimigtir.
Felurik asit bitkilerde bagli veya serbest halde bulunan ve gida ve kozmetikte
fizyolojik 6zelliklerinden dolayr hammadde olarak kullanilan bir maddedir (Matsuo
ve ark., 2008). Fujino ve ark., 2006, Candida utilis’den fosfolipaz B’nin
saflagtirimasi ve karakterizasyonunu arastirmiglardir. Candida rugosa lipaz
izoenzimlerinin sekansi Brocca ve ark., 2003, tarafindan arastiriimistir. Ozellikle
Rhizopus sp., Candida sp., Aspergillus sp. gibi fungal ve Bacillus sp. ve
Pseudomonas sp. gibi bakteriyel lipazlar Uzerine literatur galigmalarina siklikla

rastlanmaktadir.

Calisma kapsaminda Yarrowia suslarinin lipaz Uretimi arastirildiktan sonra
besiyeri ortamina karbon ve azot kaynaklari eklenerek verim artirimi aragtiriimigtir,
bu karbon ve azot kaynaklarina ilave olarak birtakim sanayi artik ve atiklar da
besiyeri ortamina eklenerek lipaz Uretiminin artirnrmi incelenmistir. Sitrik asit
uretiminde potent suslar olan Yarrowia suglarinin lipaz Uretiminde de kullanildiklari
bilinmektedir. Bu potent suslara ilave olarak bir zeytinyagi imalathanesinden alinan
toprak orneginden izole edilen bir maya turi de galismaya dahil edilerek lipaz

aretiminin verim artirnmi galismalari yapilmigtir.



2. GENEL BILGI

2.1. Enzimoloji Tarihgesi

Yasam cok iyi dizenlenmis kimyasal reaksiyonlara baglidir. Bununla birlikte bu
reaksiyonlarin pek c¢ogu, yasamin devami i¢in kendi baslarina c¢ok yavas
ilerlemektedir. Bundan dolayi doga katalizorleri tasarlamistir, bunlar gunimuzde
enzimler olarak adlandirilir ve yasam icin gerekli kimyasal reaksiyonlari oldukga
hizlandirmaktadirlar. Enzimlerin katalitik gucleri virislerden insanlara kadar tim
yasam formlarinda hayati kolaylastirmaktadir. Birgok enzim organizmalardan elde
edildikten sonra disarida da potansiyel katalitik aktivitelerini korumaktadir ve bu
Ozelliklerinden dolay! insanoglu ticari uygulamalar i¢in enzimlerin Kkatalitik

guglerinden faydalanmada fazla zaman kaybetmemistir (Copeland, 2000).

Enzim kullaniminin en eski kaynagi M.O. 2100 yillarina kadar uzanmaktadir, Antik
Babil’de Hammurabi’'nin el yazmalarinda sarap yapiminin tarifinde yer almaktadir.
Bu tip kaynaklara sadece Babil'de dedil Roma, Yunan, Misir, Cin ve Hindistan
yazitlarinda da rastlanmaktadir. Antik yazitlarda sirke yapimina iligkin kaynaklar da
mevcuttur ve antik yasamda sirke sadece gida depolamada degil tibbi amaclarla

da uygulanmistir (Copeland, 2000).

Antik caglarda sut GrGnleri de dnemli bir yere sahip olmustur. Peynir kesilmis st
ile hazirlanmistir. Bu amagla incir agacindan elde edilen ficin ve coklu mideye
sahip hayvanlarin 4. odacigindan elde edilen rennin (rennet) kullaniimistir. Ficin’in
enzimatik aktivitesine kaynak olarak Homeros’un lliada’s1 gdsterilebilir (Copeland,
2000).

Bir diger onemli Urin ise ekmektir. Ekmegin mayalar ile muamele edilmesi iyi
bilinen bir iglem olup antik c¢aglarda yaygin olarak kullaniimigtir. Etlerin
yumusatiimasi da antik ¢aglara kadar uzanmaktadir. Pasifik adalarindaki yerli halk
papaya meyvesinin sivisini sertlesmis etlerde kullanmiglardir. Bu bitkideki aktif
enzim proteazdir ve papain olarak bilinmektedir ve gunumuzde halen etin

yumusatiimasinda kullaniimaktadir.



18. ve 19. Yuzyillarda bilim adamlari enzimlerin etkilerini daha sistematik bicimde
arastirmaya baslamiglardir. Fransiz bilim adami  Réaumur (1683-1757)
akbabalarin sindirimini incelemigtir ve akbabalarin midesinde etin 24 saatte
sindirildigini saptayarak olayin fiziksel degil kimyasal bir sutre¢ oldugunu
saptamistir. Cozicu adini verdigi bu gastrik sivilar belkide enzim 6zgulltgu ile ilgili
yapilmis ilk deneysel galismalardir. Réaumur’un galismalari daha sonra Spallazani
(1729-1799) tarafindan genigletimis ve bu gastrik sivilarin laboratuvar
ortamlarinda da etki gosterdigi saptanmigtir. 19. Yuzyilin sonlarinda ise bu sivilari
saf halde elde etme calismalarinin ilki 1897'de Bertrand tarafindan
gerceklestiriimistir. Bertrand lakkaz enzimini kismi olarak saflastirmistir. Ayni
zamanlarda maya Ozutlerinde kataliz ¢alismalari yapan Kuhne ile ‘enzim terimi’

literature girmistir.

Daha sonralari bilimin hizli gelismesiyle birlikte enzimler ile ilgili bircok calisma
yapilmistir. Emil Fisher enzim ve substrati arasindaki iliskide anahtar-kilit modelini
ortaya atmistir. 1903 yilinda Victor Henri enzim kinetigini agiklayan matematik
modelini yayinlamistir. Ancak 1913’de Michaelis ve Menten, Henri'nin ¢alismasini
genisleterek gunimizde Michaelis-Menten esitligini olarak bilinen formalu

yayinlamiglardir.

1926’da James Summer ilk olarak Ureaz enziminin kristalizasyonunu yapmistir.
Summer’in kristalizasyon ¢alismasini takiben 20 yilda 130’dan fazla enzim kristali
elde edilmistir. Daha sonra x-ray diffraksiyonu ve gunumuzde NMR metodlari ile
birgcok enzimin 3 boyutlu yapilari saptanmigtir. 1950’lerde amino asit sekanslarinin
tespit edilmesiyle hem proteinlerin hem de proteinler i¢cinde yer alan enzimlerin
yapilarinin  anlasilmasi  kolaylasmistir. Gunuimizde NMR metodlari ve
magnetizasyon transfer metodlari ile solusyonlardaki kuigik enzim molekullerinin 3

boyutlu yapilari ve enzim baglarinin yapilari saptanabilmektedir (Copeland, 2000).

Enzimler halen bilimsel ve ticari c¢aligmalarin konusu olmaktadir. Birgok
mikroorganizmadan tarama calismalari yapilarak farkli 6zgullukteki enzimlerin
saptanmasina ve ticari olarak kullanilan enzimlere alternatif Grtinlerin elde edilmesi

calismalarina devam edilmektedir.



2.2. Endustriyel Enzimler ve Lipaz

Enzimlerin hicre disinda da katalitik aktiviteye sahip olmalari endustriyel alanlarda
kullanilabilmelerini mimkun kilmaktadir. Bugln bir ¢cok enzim endustriyel alanda
yaygin bigcimde kullaniimaktadir. Genel olarak mikroorganizmalardan ylksek
verimde enzim elde etmek icin ya dogadan yeni izolatlarin eldesi yoluna gidilmekte
ya da uretim kosullarinin optimizasyonu saglanmaktadir. Ticari olarak endustriyel
alanda mikrobiyal enzim uretimine ilk kez 1890'da A.B.D.’nde kurulan Japon
Takamine sirketi tarafindan Uretilen Takadiastaz enzim preperasyonu ile

baslanmigstir (Aunstrup, 1980).

Gunumuzde endustriyel alanlarda kimyasal prosesler yerine artik daha ucuz ve
pratik olan biyolojik proseslerin kullanimi yayginlasmaktadir. Ozellikle enzim
biyoteknolojisinin gelisimiyle basta gida endustrisi olmak  Uzere
mikroorganizmalarin kullanim alanlari gittikge artmaktadir. Boylelikle enzim Gretimi
basli basina bir endustri olmustur ve bilimsel galismalarla desteklenerek geligimini
surdurmektedir. Amilaz, proteaz vb birgok enzim endustriyel boyutta Uretilmektedir.

Bu enzimlerden birisi de lipazdir.

Bilimsel alanda meydana gelen hizli gelisime teknolojik gelisme de eklendiginde
buginki biyoteknolojik uygulamalar dogmustur. GUnumuzde bir ¢ok biyolojik
arinun Uretimi yapilmakta ve bu UrUnler dinya pazarinda oénemli bir yer
edinmektedir. Ancak elde edilmek istenen Urin igin belirli bir yol izlenmesi
gerekmektedir. Cizelge 2.1.’de bir endustriyel tarama programinin genel semasi

gorulmektedir:

iIgiIi aktivitenin belirlenmesi,
Aktivite ile ilgili bilinen mikroorganizmalarin incelenmesi,
Zenginlestirme ve tarama protokollerinin gelistiriimesi,

Yeni mikroorganizmalar i¢in kaynaklarin saptanmasi ve

YV V V VYV V

Tarama metodunun gelistiriimesidir (Steele ve Stowers, 1991).

Bu yontem ile istenilen mikroorganizma ve Urunun eldesi kolaylagsmaktadir.



Cizelge 2.1. Bir endustriyel tarama programinin genel semasi (Steele ve Stowers,
1991).
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Mikroorganizmalar dinya genelinde onlarca milyar dolar degerinde yuzlerce ticari
arinun dretiminde kullaniimaktadirlar. Endustriyel uygulamalarda enzimler énemli
bir yer almaktadir. Bu nedenle son yillarda enzimler genis endustriyel olgekte
uretilmektedirler, (Sekil 2.1.).

Sarap ve meyve suyu endistrisi

' Bira Endistrisi

mappee- Firincilik Endistrisi
Alkol Endlstrisi ==
Diger
——== Deterjan Endistrisi

Tekstil

Sit

Endistrisi ==—=
=== Misasta Endistrisi

Sekil 2.1. Endustriyel enzim satislarinin dagihmi, (Falch, 1991).

Lipazlar (EC 3.1.1.3) triagilgliserolester hidrolazlarin bir Uyesidir ve 6ncelikle ilk
olarak serbest yag asidi, mono- ve digliserol olugturmak igin mono-, di- ve
trigliserollerin hidrolizini, ikinci olarak bununla birlikte tersine gliserol ve yag
asitlerinden mono- , di- ve trigliserol sentezini ve uglncu olarak da gliseroller ve
gliserol ve yag§ asitleri arasinda interesterifikasyonlari katalizler (Hadeball, 1991).
Cok iyi bilinmektedir ki lipazlar hidrofobik ylzeylere yuksek affinite gosterirler ve
kataliz esnasinda tam katalitik aktivitelerini yag/su arayuzeyinde adsorblanarak

gOstermektedirler.

2.3. Lipazlarin Gruplandiriimasi
Lipazlar trigliseritler Uzerindeki hidrolitik aktivitelerine ilaveten esterifikasyon,
interesterifikasyon, asidoliz, alkolozis ve amilozis reaksiyonlarini da katalizlerler

(Hasan ve ark., 2009). Bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda olusmaktadir ve



bundan dolay! bitkisel, hayvansal ve mikrobiyal lipazlar olarak siniflandiriimaktadir.
Nerede olurlarsa olsunlar triagilgliseridlerin gliserol ve yag asitlerine hidrolizlerini
katalizlemekte gorevlidirler. Karbohidraz ve proteazlar gibi lipazlarda da mikrobiyal
kaynaklar daha fazla endustriyel 6neme sahiptir ¢inku bitki ve hayvan lipazlarina
go6re daha kararlidirlar ve disik maliyette daha fazla Uretilebilmektedirler (Vakhlu
ve Kour, 2006).

Belirli uygulamalarin i1siginda lipazlar 4 ana gruba ayrilmaktadir (Rezanka, 1991).
ilk grup daha vyiksek alkoller tarafindan daha yiiksek yad asitlerinin
esterifikasyonunu katalizleyen esterazlari igerir. Ornegin palmitik asit ve
hexadecanol’den (cetylalcohol) hexadecyl palmitate’in (cetylpalmitate) formasyonu
esteraz ile katalizlenmektedir. Bir diger 6rnek de Rhizopus arrhizus hucrelerince

katalizlenen esterifikasyondur.

ikinci grup endistriyel lipazlari icermektedir. Bu enzimler (EC 3.1.1.3)
triacilgliserolleri di- ve monoagilgliserollerin yolu ile serbest yag asitlerine hidroliz
ederler. Endustriyel lipazlar; 6zellikle gida endustrisi olmak Uzere sut endustrisinde
peynir olgunlastirmada ve sut, yag, peynir ve yogurtlara ilave edilerek tat ve aroma
artirminda, firincilik, tahil Granleri, gsekercilik, et endustrisinde ve balik
endustrisinde fazla yaglarin uzaklagtirimasinda yaygin kullanim alanlarina
sahiptir. Bunlarin yanisira deri endustrisinde, ilag endulstrisinde, deterjan
endustrisinde, diger enzimlerle karistirlimak suretiyle aritim sistemlerinde

kullaniimaktadir.

Uclincli grup ester baglarini ayiran fosfolipazlari igine almaktadir. Fosfolipaz
A2'nin tipik kaynagi yilan zehiridir. Ancak Leptospira pomona, Bacillus cereus,
Escherichia coli gibi mikroorganizmalarca da sentezlenmektedir. Fosfolipaz B¢ E.
coli'den ve Bacillus megaterium’dan; fosforilaz C Clostridium perfiringens’den (ve
100 tUr bakteriden daha) ve fosforilaz D Corynebacterium pseudotuberculosis’den
sentezlenmektedir. Ancak bu lipazlarin endustriyel Uretimine ve uygulamalarina

baglanmamigtir.

Doérdinct grup substrat olarak lipidler ile enzimleri igermektedir. Bunlar

desaturazlar, hidrogenazlar, farkh oksidazlar ve peroksidazlardir.



Ayrica lipazlar hidroliz reaksiyonundaki o6zgulluklerine gére de 4 gruba
ayriimaktadir (Hou, 2002). Substrat 0zgul lipazlar trigliserol, digliserol,
monogliserol ve fosfolipidler gibi belirli gliserol esterlerini hidroliz ederler.
Bolgeselektif lipazlar TAG’deki iki dig ester pozisyon (primer ester baglari) ve bir i¢
pozisyon (ikincil ester bagi) arasinda ayrim yapmaktadir. 1-3 bolgeselektif lipazlar
tercihen sn-1 ve sn-3 pozisyonlarini hidroliz ederler. Aspergillus niger, Rhizopus
arrhzus, ve Mucor miehei lipazlari bunlardandir. Sn-2 bolgeselektif lipazlara ¢ok az
rastlanir, 6rnegin bu grupta sadece Candida antarctica A lipazi yer almaktadir.
Ancak bircok lipaz da TAG'de tiim ester baglarini hidroliz ederler. Ugiincii grup
lipazlar yag-asidi-ozgul lipazlardir. Bu tip lipazlar yag asitlerinin uzunluguna ve
6zgulligine gore hidroliz ederler. Ornegin Penicillium roquefortii kisa zincir yag
asitlerini hidroliz ederken, G. candidum ise cis-9-doymamis yag asitleri icin
O0zgullik godstermektedir. Son grup lipazlar ise steroselektif lipazlardir. Bunlar da
TAG’deki sn-1 ve sn-3 pozisyonlari arasinda tercih yapmaktadirlar. C. antarctica B
ve kopek gastrik lipazi sn-3 pozisyonuna ozgulluk gosterirken, Humicola
lanuginosa ve Pseudomonas fluorescens lipazi sn-1 6zgullugu gostermektedir.
Lipazlar ayrica siral (kiral) molekullerin enantioizomerlerini de ayirt etmektedirler.

Bu ozellikleri de ilag Uretiminde buyuk onem kazanmaktadir.

2.4. Lipazlarin Enzimolojik Ozellikleri

Hucredisi lipazlar uygun kosullar altinda birgok mikroorganizma tarafindan
uretilirler ve 4 ana sebepten calisiimaktadirlar. ilk olarak, Corynebacterium acnes,
Staphylococcus aureus, Leptospira pomona ve Micoplasma spp. gibi patojen
bakteri lipazlari hastaliklarin etiyolojisi ile iligkilidir. ikinci olarak, bakteriyel lipazlar
evsel lagimlardaki yagin veya nehir sedimentlerinin ekolojik gorinimlerinin
bozunmasi ile iligkilidir. Uglincti olarak yag iceren st Urtinleri ve diger gidalarin
bozunmasiyla iligkilidir ve bundan 0&zellikle psikrofilik bakteriler sorumludur.
Doérduncl olarak da baslica fungal lipazlar olmak uUzere farkl substrat
Ozgulliklerinden dolayr gida ve diger endustrilerde birgok kullanim alanina
sahiptirler (Stead, 1986).

Lipazlar serin hidrolazlardir ve katalitik kisimlarinda G — X1 — S — Xz — G (G=glisin,
S=serin, Xq=histidin, X,=glutamik veya asparjik asit) sekansini igcermektedirler

(Aravindan, 2007). Maya lipazlarinin ¢odu htcredisi, ~33 — 65 kD arasinda
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molekuler agirhiga sahip monomerik glikoproteinlerdir. Bilinen lipaz Ureten
mayalarin %50’den fazlasi bunlari farkli izoenzim formlarinda Uretmektedirler. Bu
lipaz izoenzimleri sirasiyla farkli lipaz kodlayan genler tarafindan uretiimektedir
(Vakhlu ve Kour, 2006).

Lipaz Ureten birgok maya icerisinde Candida rugosa ticari lipaz kaynaklarindan en
siklikla kullanilandir (Vakhlu ve Kour, 2006).

Lipazlar hidroliz, inter-esterifikasyon, alkoliz, asidoliz, esterifikasyon ve aminoliz
gibi genis olgude reaksiyonlar katalizliemektedirler. Triacilgliserol (TAG) icinde yag
asidi ester baginin hidrolizini katalizlerler ve serbest yag asitleri (FFA) serbest
kalir. Reaksiyon geri donusumludar ve reaksiyonun yonunu reaksiyondaki su
miktari  belirlemektedir. Dusuk su besiyerlerinde lipazlar esterifikasyon,

transesterifikasyon ve interesterifikasyonu katalizlerler.

2.4.1. Hucre digi lipaz aktivitesi

Lipaz Ureten mayalar enzimi hicreye baglh ve ortama salgilayarak uretirler.
Cogdunlukla ekstraselller lipaz aktivitesi besiyeri icinde substrat olarak trigliserolleri
kullanan alkalin titrasyon metodu ile bulunmaktadir. Bunlar emulsiferler olarak arap
sakizi, karboksimetil seltloz veya polivinil alkol ile emulsiyon ig¢inde kullanilir.
Lipazin enzim aktivitesi, yag emulsiyonundan saniyede 1 mol yag§ asitini serbest

birakan enzim miktari olarak tanimlanmaktadir, (Sl-unit).
1 Kat=1mol FFA.s ™"
Geleneksel olarak lipaz aktivitesi :

1 LU = 1 umol FFA . min ™' | volume aktivite (LU/ml) seklindedir
(Hadeball, 1991).

2.4.2. Substrat ozgullugu
Genellikle mikrobiyal lipazlar triacilgliserolleri hidroliz eder. Sekil 2.1.’de lipazlarin
pozisyon ve yapi Ozgullugu ile hidroliz arasindaki bagin farkh olasiliklar

gosterilmektedir. Maya lipazlari 3 tip lipazlar da icermektedir. Candida rugosa (C.

1"



cylindracea) lipazi 6zgul olmayan lipazdir ve bu triacilgliserollerin 3 ester bagini da

hidroliz eder. Candida lipolytica (Saccharomycopsis lipolytica, Yarrowia lipolytica)

lipazi

deformans 1 veya 3 pozisyonunu katalizlemektedir.

1 ve 3 pozisyondaki ester baginin hidrolizini katalizlerken Candida

CH,OH 4- § CH,0 — 8 CH,0 — 8
1.3-hilge- Yapiya (FA)-
dzgiil Hidroliz dzgiil Hidroliz
CHO — U CHO — T ¥ CHOH 4+ U
( —f" HZD "I“ H.D
CH,0H 4+ 8 (a).(b) CH,0 — 8 CH,0 — 8
dzgiil
4+ H,O | olmay
Hs hidroliz (©)
-
CH,0H 4+ 8
CHOH 4 U
8 Doymug Yag Asidi
CH,0H + &8 17 Doymamis Yag Asidi

Sekil 2.2. Lipazlarin yapi ve 6zgullugu (Hadeball, 1991),

(a) Candida lipolytica 1 ve 3. pozisyondaki ester baginin hidrolizini (b) Candida
deformans 1 veya 3. pozisyondaki ester baginin hidrolizini (c) Candida rugosa ise
0zgul olmayan hidrolizi gergeklestirir.

2.5. Mikrobiyal Lipazlar
Lipaz Ureten mikroorganizmalar psikrotrofik bakteriler, kif mantarlari ve mayalar

olmak Uzere Ug¢ grup altina alinabilir.

2.5.1. Psikrotrofik bakteriler

Bu tip bakteriler 7°C veya geligimlerinin optimal sicakliklarinin altinda ureyebilen
bakteriler olarak bilinirler. Gunumuzde bu mikroorganizmalar sit endustrisinde
kullanilmalarina karsin esasen sut Urlnlerinde bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalar olarak bilinirler. Bu mikroorganizmalarin olusturduklari 1siya
peynir ve UHT (Ultra High

Temperature) UrUnlerindeki yaglarin bozunmasina bagh olarak lezzet kusurlari

direncgli ekstraseluler lipazlar krema, tereyagi,

olusumuna neden olurlar.
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Lipaz Ureten gram (-) bakteriler: Pseudomonas sp. (%50’si P. fluorescens, P.
putida, P. fragi, P. aeruginosa), Alcaligenes sp., Aeromonas sp., Acinetobacter

sp., Flavobacterium sp., Koliformlar ve Serratia marescens vs’dir.
Lipaz Ureten gram (+) bakteriler: Micrococcus sp., Lactobacillus sp., Bacillus sp.
(B. stearothermophilus), Arthrobacter sp. ve Staphylococcus carnosus vs'dir

(Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. Lipaz ureten mikroorganizmalar®

Bakteriler

Gram (-) Bakteriler | Pseudomonas sp. P. fluorescens
P. putida
P. fragi

P. aeruginosa
Alcaligenes sp.
Aeromonas sp.
Acinetobacter sp.
Flavobacterium sp.
Serratia marescens

Gram (+) Bakteriler | Micrococcus sp.
Lactobacillus sp.

Bacillus sp. B. stearothermophilus
Arthrobacter sp.
Staphylococcus carnosus

Funguslar Mucor lipolyticum
Rhizopus delemar
Geotrichum candidum
Penicillium roqueforti
Humiloca lanuginosa
Asperqgillus niger

Mayalar Firinci Mayasi(Saccharomyces
Candida sp. cerevisiae)
C. antarctica, C. utilis
C. auriculariae, C. foliorum
C. curvata, C. lipolytica
C. cylindracea, C. mogii
C. deformans, C. paralipolytica
C. tropicalis, C. quilliermondii
C. tsukubaensis
Hansenula anomala
Mycotorula lipolytica
Rhodotorula sp. Pichia acaciae
Rhodotorula pilimonae
Saccharomyces sp. R. rubra
Saccharomyces carlsbergensis
S. lipolytica
Saccharomycopsis sp. S. vinii
Saccharomycopsis lipolytica
Torulopsis sp. Torulopsis apicole
T. candida
T. ernobii

Yarrowia lipolytica

* Stead, 1986 ve Hadeball, 1991’den cizilmigtir.
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2.5.2. Kuf mantarlari
Lipaz Ureten funguslar: Mucor lipolyticum, Rhizopus delemar, Geotrichum

candidum, Penicillium roqueforti, Humicola lanuginosa, Aspergillus niger vs’dir.

2.5.3. Mayalar

Lipaz Ureten mayalar: Firinci mayasi (Saccharomyces cerevisiae), Candida
antarctica, C. auriculariae, C. curvata, C. cylindracea, C. deformans, C. foliorum,
C. lipolytica, C. mogii, C. paralipolytica, C. quilliermondii, C. tropicalis, C.
tsukubaensis, C. utilis, Hansenula anomala, Mycotorula lipolytica, Pichia acaciae,
Rhodotorula pilimonae, R. rubra, Saccharomyces carlsbergensis, S. lipolytica, S.
vinii, Saccharomycopsis lipolytica, Torulopsis apicola, T. candida, T. ernobii ve

Yarrowia lipolytica vs'dir.

Ancak adi gegcen mikroorganizmalar lipaz Uretiminin deneysel c¢alismalari
sonucunda bulunmustur ve bunlarin sadece bir kismi endustriyel Olgekte lipaz

uretiminde kullaniimaktadir.

2.6. Maya Tiirlerinin Ozellikleri

2.6.1. Yarrowia cinsi ve Yarrowia lipolytica turunun genel 6zellikleri

Yarrowia cinsinin tanimlanmasinda bir takim o&zellikler dnem kazanmaktadir.
Asekslel c¢ogalma dar bir kaide uUzerinde ¢oklu-yan tomurcuklar tarafindan
gerceklesir. Arada sirada artrokonidia da olusabilmektedir. Tomurcuk hucreleri
kUiremsi, elipsoidal ve siklikla gubuk seklindedir. Gergek hif ve yalanci hif olusur,
gercek hif tek merkezi mikroforlu septa igerir. Aski ayni kokten tiremez ve
genellikle ikili hiften ortaya ¢ikmaktadir. Aski 1-4 askospor olusturur ve bunlar
kiremsi, sapka seklinde, yarikiremsi veya az ¢cok koseli olabilir. Yarrowia cinsi
turleri sekerleri genellikle fermente edemez, nitrat asimilasyonu yapamaz. Lipaz,
proteazlar ve ureaz uretirler. Koenzim Q-9 olustururlar. Diazonyum mavi B

reaksiyonu negatiftir (Kurtzman, 1999).

Anamorfu Candida lipolytica olan Yarrowia lipolytica’nin es anlamlilari Cizelge

2.3.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.3. Yarrowia lipolytica’nin esanlamlilari, (Kurtzman, 1999).

Yarrowia lipolytica’nin esanlamlilari

Endomycopsis lipolytica Candida deformans

Mycotorula lipolytica Candida lipolytica

Torula lipolytica Candida paralipolytica
Azymoprocandida lipolytica Candida petrophilum

Proteomyces cornealis Candida pseudolipolytica
Pseudomonilia deformans Candida oleophila lizuka

Monilia cornealis Torulopsis petrophilum

Candida lipolytica Saccharomycopsis lipolytica
Candida lipolytica Saccharomycopsis pseudolipolytica
Candida olea

Uremeleri %5’lik malt ekstrakt agarda 25°C ve 3 gunde gercgeklestirilen kulttrlerde
hicreler kiremsi, elipsoidal — ¢ubuksu (3,0-5,0)x(3,3-15,0)um boyutunda ve tek,
ikili veya kuguk kimeler halindedir. Asimilasyon besiyeri ylzeyinde urediklerinde
ince veya oldukga kalin zar tabakasi olustururlar. Dalmau plate kiiltiriinde 25°C ve
7 gunde yalanci hif ve gercek hif gozlenmektedir. Gergek hifin septasinda tek
merkezi por vardir. Aerobik Uremelerinde beyaz veya kirli beyaz ve parlak-dizguin,
mat-karisiktir. Koloni gevresi purlzsiz veya lobludur. Askosporlar YM agarda
25°C’de 3-7 giin inkiibasyondan sonra gdzlenmektedir (Sekil 2.3). Sekil 2.4.de
Yarrowia lipolytica’nin birtakim asimilasyon ozellikleri ve Sekil 2.5.’de filogenetik

agacindaki yeri gosterilmektedir (Kurtzman, 1999).

@
N
-
A b anee

Sekil 2.3. YM agarda askospor goriintiisii, (25°C’de 1 hafta sonrasinda).
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Asimilasyon:

Glukoz + N-Aseti-D-glukozamin +
Galaktoz \ Metanol e
L-Sarboz v Etanol +
Sukroz - Gliserol +
Maltoz - Eritritol +
Selobioz W - Ribitol v
Trehaloz - Galaktitol -
Laktoz - D-Mannitol +
Melbioz - D-Glusitol +
Raffinoz - o -Meti-D-glukozid =
Melezitoz - Salisin W =
Inulin - D-Glukonat v
Cozunlr Misasta - DL-Laktat +
D-Ksiloz - Suksinat i
L-Arabinoz - Sitrat +
D-Arabinoz - Inositol -
D-Riboz Vv Hekzadekan +
L-Rhamnoz - Nitrat -
D-Glukozamin - Vitamin-free i
Ilave asimilasyon testleri ve diger iireme
ozellikleri :

2-Keto-D-Glukonat - Nisasta formasyonu -
5-Keto-D-Glukonat - Jelatin Swilastrma +
Sakkarat - 37°C'de Ureme v

10% NaCl/5% glukoz

Co-(Q): 9 (Yamada and Kondo 1972b).

Mol% G+C: 49.6, CBS 599 (7T,: Stenderup and Bak 1968);
50.2, CBS 6124 (T,,: Nakase and Komagata 1971f).

+ olumiu v dedisken
= olumsuz w zayif

Sekil 2.4. Yarrowia lipolytica’nin 6zellikleri, (Kurtzman, 1999).



100

aen Z_vgfoa.rcus he!‘!euicui
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62 Blastobotrys capitulata

T = Blastobotrys elegans
85 T2 Blastobotrys aristala
Stephanoascus farinosus
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Blastobotrys nivea
\—— Blastobotrys proliferans
82 — Sympodiomyces parvus
&7 Stepharnoascus ciferrii
Arxula terrestris
Arxula adeninivorans
100 ( Cepha m: ﬂ!?idﬂ
cus fragrans
1mep Ambmsiazynf::kalricmn
100 62' Ambrosiogyma monospora
Hormoascus ambrosiae
Hormoascus platypodis
Hormoascus philentormus
Schizoblastosporion starkeyi-henrici
Boitryozyma nematodophila
—— Saccharomycopsis capsularis
— Saccharomycopsis crataegensis
—= Guilliermondella selenospora
—Saccharomycopsis malanga
61 Saccharomycopsis vini
—_100 4 Saccharomycapsis fibuligera
86 Botryoascus cladosporoides
100 C Anthroascus javanensis
Arthroascus schoenii
— Botryoascus synnaedendrus

a3 [ Ascoidea uﬁ'l'mrm

I_'_LE Yarrowia lipolytica |
Aciculoconidium aculeatum

100

Dipodascus ingens
Pichia humboldtii
Dipodascus ovelensis
5 Dipodascus ambrosiae
Dipodascus magnesii
100 Dipodascus tetrasperma
97 N Geotrichum fragrans
Geotrichum clavatum
Dipodascus capitatus
100} Dipodascus sp‘:'gifer

58 9 1 ; scus armillariae
ndomyces decipiens

78 Geotrichum klebahnii

Dipodascus aggregatus

Dipodascus macrosporus

56 Galactomyces reessii
91— ye
Gralactomyces geotrichum

84 Dipodascus geniculatus
_@mg{:us atb%dus
Dipodascus australiensis

Geotrichum fermentans

Ashbya gossypii
Nematospora coryli

100 Holleya sinecauda
Eremothecium cymbalariae
[ Eremothecium ashbyi
Endomyces scopularum

Neurospora crassa
Oosporidium margaritiferum
Emericella nidulans
Schizosaccharomyces pombe

Sekil 2.5. Yarrowia lipolytica’nin filogenetik agacindaki yeri.

Filogram buyuk rRNA altunitesi geninin (63-680 pozisyonlari) 5' ucundaki nukleotid

sapmalarindan hazirlanmigtir (Kurtzman, 1999).
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2.6.2. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 ve IFO 1195 susunun ozellikleri

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun katalog bilgisine gbére bu susun
esanlamlilart Candida lipolytica, Candida paralipolytica, Endomycopsis lipolytica,
Pseudomonilia deformans, Saccharomycopsis lipolytica’dir. Sitrik asit Gretimi
uygulamalarinda kullanilan bir sustur ve diger katalog numarasi da IFO 1658'dir.
Arastirmada kullanilan diger bir sus olan Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunun da
esanlamhlari aynidir, IFO 1195 kultur koleksiyonu numarasiyla da bilinmektedir.
Bu susun diger katalog numaralari ise CBS599, IFO1152, NBRC1152, VKMY-47,
BCRC20864 ve DBVPG6132'dir. izolasyon orijini bozulmus margarindir ve
Hollanda’da izole edilmistir. Rehidrasyon sivisi her iki sus icin de YM sivi
besiyeridir, kati besiyeri olarak da YM agar kullaniimaktadir (NITE, 2004).

Yarrowia lipolytica IFO 1195, LSU rDNA D1D2, --00119501, sekansi:
AAACCAACAGGGATTGCCTCAGTAACGGCGAGTGAAGCGGCAAAAGCTCAAA
TTTGAAACCCTCGGGATTGTAATTTGAAGATTTGGCATTGGAGAAAGCTAACC
CAAGTTGCTTGGAATAGTACGTCATAGAGGGTGACAACCCCGTCTGGCTAAC
CGTTCTCCATGTATTGCCTTATCAAAGAGTCGAGTTGTTTGGGAATGCAGCTC
AAAGTGGGTGGTAAACTCCATCTAAAGCTAAATACTGGTGAGAGACCGATAG
CGAACAAGTACTGTGAAGGAAAGGTGAAAAGAACTTTGAAAAGAGAGTGAAA
TAGTATGTGAAATTGTTGATAGGGAAGGAAATGAGTGGAGAGTGGCCGAGGT
TTCAGCCGCCCCTCGTGGGCGGTGTACTGCCGACGCCGAGTCATCGATAGC
GAGACGAGGGTTACAAATGGGAGCGCCTTCGGGCGTTCTCCCCTAACCCTC
CACACTGCCACCGACGACATAATCCACCCATTTCAC ‘dir (NITE, 2005).

2.6.3. Candida tropicalis tlirtiniin genel ozellikleri

Candida tropicalis belki de insanlardaki en énemli Gg¢lincl patojen mayalardir. Bu
tiir normalde germ tiibii veya klamidokonidia olusturmaz ancak 37°C’de serumda
uretildiklerinde bazi suglarinda genellikle uzunlamasina yalanci hifsel hicreler
meydana getirebilirler (Kurtzman, 1999). Candida tropicalis, C. albicans gibi diploid
askomiset tipi mayalardir ama genellikle konak-bagimsiz ortamlardan izole
edilmektedirler. Yarrowia lipolytica gibi Candida tropicalis de en iyi hidrokarbon
kullanicilarindandir. TTC (tetrazolium indikatdr) besiyerinde dretildiklerinde
tertazoliumun indirgenmesinden dolayl koyu kirmizi — bordo renginde koloniler

olustururlar. Glukoz-maya 6ziitii-pepton besiyerinde 25°C’de 3 giin Uretildiklerinde
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kire seklini andiran, tek veya ikili, (3,5-7,0)x(5,5-10,0)um boyutunda hucreler
olustururlar. Misir unu agar (izerinde Dalmau plate kiiltirinde 25°C’de 7 giin
uretildiklerinde dallanmis zincirler seklinde yalanci hif, tek veya halkalar iginde
blastokonidia, septali hif genellikle gézlenmektedir. Aerobik Uremelerinde beyaz,
duzgun, tereyagimsi ve yumusak sacgakli kenarli koloniler olustumaktadirlar.

Candida tropicalis turinun ozellikleri Sekil 2.6.’"da 6zetlenmigtir (Kurtzman, 1999).

Fermentasyon: (+) pozitif

(-) negatif
Glukoz + Laktoz - (v) dedisken
Galaktoz + Raffine . (w) zayf
3 ukroz v Trehale +s m ?
Maltoz + (s) ?

(n) veri yok
Asimilasyon;
Glukoz + i +

glukozamin

Galakioz + Methanol
L-Sorboz v Etfhand 5
S ukroz v Gliserol v
Il altoz + Erythritol -
Cellobioz +/l Rikito! +]
Trehaloz + Galakditol -
Lakioz - D-Mannitol +
Wl elibioz. - D-Glukitol +
Raffinoz = g-Nethyl-D-glukosit v
M elezitoz v Salisin v
Inulin = D-Glukonat v
Cozandr Nigasta + DL-Laktat v
D-Ksiloz + Suksinat +
L-Arabinoz - Sitrat +
D-Arabinoz - Inositol -
D-Riboz -l Heksadekan +
L-Rhamnoz - Nitrat =
D-Glukozamin v Vitam infree v
ilave Asimilasyon Testleri ve Diger Ureme Ozellikleri:
2-Keto-D-glukonat + L-Lysin +
5-Keto-D-glukonat + Etilamin +
Sakkarat n D-Glukozamin (N)* -
D-Glukuronat - %50 Glukoz +/1
Ksilitol + %10 NaCl/ %5 alukoz |
L-Arabinitol + Nisasta formasyonu -
Arbutin + Ureaz 3
Propan 1,2 diol /l Biotin-free v
Butan 2,3 diol = Piridoksin-free +
Nitrit - %0,1 Sikloheksimid +
Kadaverin + 37 C'de Greme +
Kreatinin - 40 C'de Greme +

* Nitrojen kaynag1 olarak D-Glukozaminin kullanimi
Co-Q: 9 (Yamada ve Kondo 1972a).

Mol% G+C: 34,9 bir sus (Tm: Stenderup ve Bak 1968); 34,9 ,
UCD-FST 80-31 (Trm: Meyer ve Phaff 19889); 35,0 , bir sus (Trm:
Nakase ve Komagata 1968a); 34,4-35,4 , 3 sus (Tm: Nakase ve
Komagata 1971f) 36,1, CBS 94; 35,1, CBS 6320; 35,9, CBS 5701
(Tm: Meyer ve ark., 1975); 34,1, IFO 0006; 34,4 , ATCC 750 (Tm:
Kaneko ve ark., 1977); 33,2, GSU 59; 34,6 , GSU 372 ve 446 (Tm:
Ahearn ve ark., 1977); 35,6 2 sus (Tm: Su ve Meyer 1991).

Sekil 2.6. Candida tropicalis’in 6zellikleri, (Kurtzman, 1999).
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2.7. Lipaz Aktivite Tayin Yontemleri

Lipaz analizi igin tek bir evrensel metod yoktur. Bir lipaz pozitif mikroorganizmanin
tespit edilebilmesi icin 3 faktorin birlikte calismasi gerekmektedir.  Birincisi
organizma Uremek zorundadir, ikincisi uygun uretim kosullarinda organizma lipaz
Uretebilmeli ve salgilayabilmelidir. Uglincii olarak da enzimin tespit metodu yeterli

duyarlilikta olmalidir (Hasan ve ark., 2009).

Ham ve saf lipaz oOrneklerinde lipaz aktivitesinin tespiti igin birkag metod
geligtiriimigtir. Lipaz reaksiyonunun orani; (a) substratin, trigliseridin kaybolma
oranina, (b) serbest yad asitlerinin Uretim oranina veya (c) emilsiyonun

berraklagsma oranina gore tespit edilmektedir (Hasan ve ark., 2009).

Tributirin ve triolein gibi, ki bunlar besiyeri ortamini bulaniklastirilar, substratlar
iceren petri kaplarinda kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon lipaz varlhigini kat
besiyerlerinde  gostermektedir.  Lipolitik  aktivitenin  kati  besiyerlerinde
gosterilmesinde ayrica Victoria Blue B, Spirit Blue, Nile Blue Sulphate ve Night
Blue gibi boyalar da kullaniimaktadir. Agiga ¢ikan yag asitlerinin pH’1 diglrmesine
gore renk indikatorlerindeki degisim sonucu belirlemektedir. Titrasyon metodunda
ise ortamda agiga cikan serbest yag asitleri NaOH veya KOH ile titre edilerek
hesaplanmaktadir. Bu metotda genellikle zeytin yagi substrat olarak
kullaniimaktadir. Nefelometri metodunda uzun zincir yag asidi olan triolein
digliserittere  yikilmaktadir,  trioleinin  yikimi bulanikhktaki  azalmayla
sonucglanmaktadir. Diger lipaz aktivite tani metodlari da ¢izelge 2.4.’de

Ozetlenmigtir (Hasan ve ark., 2009).
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Cizelge 2.4. Lipaz tayin metotlari, (Hasan ve. ark., 2009).

METOTLAR* METOTLAR*

1. | Kati Besiyerinde Tarama Metotlari 14. | Test kitleri

2. | Substrat olarak yumurta sarisi 15. | Lipoprotein Lipaz ELIZA kiti
kullanimi

3. | Titrimetrik Metotlar 16. | EnzChek Lipaz Substrati

4. | Nefelometri ve Turbidimetri (Bulaniklik | 17 | Koumarin-bazli lipaz substratlari
Olcumu)

5. | Triagilgliserolden serbest birakiimig 18. | MarkerGene™ floresan lipaz tayin
gliserol Kiti

6. | Elektrik iletkenligi 19. | QuantiChromTM lipaz tayin Kiti

(DLPS-100)

7. | Wilhelmy Plaka Metodu 20. | imminolojik metotlar

8. | Akustik dalga iletkenligi 21. | NMR metodu

9. | Kolorimetrik metotlar 22. | Atomik Gug Mikroskopi

10. | Flurometrik metotlar 23. | Kizilotesi spektroskopi

11. | Kutle spektrometrisi 24. | Elektron mikrosbopi ile tespit

12. | Kromatografik Metotlar, (HPLC ve Gaz | 25 | Radyoaktif Yontemler
Kromatografisi)

13. | Yuzeyler-arasi Gerilim zleme 26. | Yag damlasi metodu
(Interfacial tension monitoring)

*Hasan, 2009, ‘dan dzetlenmistir.

Thomson ve ark., 1999 ve Beisson ve ark., 2000 ‘de benzer bi¢cimde lipaz tayin
yontemlerini  siniflandirmislardir. Thomson ve  ark,, bunu lipolitik
mikroorganizmalarin tespiti ve ham-saflastiriimis lipaz érneklerinden aktivite tayini
olarak iki ana grupta toplamiglardir. Beisson ve ark., ise ayni gruplandirmayi
fiziko-kimyasal metodlar ve immunolojik metodlar olarak 2 ana kisma ayirmiglardir.
Elde ettikleri literature gdre hidrolitik aktivitenin hesaplanmasi ve lipaz tespiti i¢in 9

metot belirlemiglerdir. Bunlar:

1. Titrimetri, 2. Spektroskopi (Fotometri, Fluorimetri, Kizil 6tesi),
3. Kromatografi, 4. Radyoaktivite, 5. Yuzeyler-arasi tensiometri (gerilim dlgme),
6. Turbidimetri, 7. Konduktimetri (Conductimetry=iletkenlik digme),

8. immiinokimya, 9. Mikroskopi'dir.
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Gruplandirma her nasil olursa olsun lipazlar tarafindan triagilgliserollerin genel
hidrolizi agagidaki sekilde ifade edilmektedir (Sekil 2.7.).

TAG ﬁ DAG ﬁ: MAG ﬁ: Glycerol

FFA FFA FFA

TAG = [riacylglycerols, (triacilgliseroller)

DAG = diacylglycerols, (diacigliseroller)

MAG = monoacylglycerols, (monoadigliseroller)
FFA = free fafty acids. (Serbest Yag Asitleri)

Sekil 2.7. Lipazlarin triagilgliserolleri hidrolizi (Beisson ve ark., 2000).

2.8. Lipaz Uretimini Etkileyen Faktérler
Lipaz Uretimini etkileyen faktorler genellikle besiyeri ortaminda mikroorganizmanin

gelisimine etki eden faktorlerdir (Hadeball, 1991). Bunlardan en 6nemlileri:

a
b

) Karbon kaynagi,
)

c) Aktivatorler, stimulatérler ve inhibitorler,
)
)

Azot kaynagi,

d

e

Yuzey-etki ajanlari,
Sicaklik, pH ve asilamadir.

2.8.1. Karbon kaynagi

Esasen lipaz Uretimi kultir ortamindaki karbon kaynagi tarafindan etkilenmektedir.
Lipaz Uretiminde karbon substrati olarak mikrobiyal gelisme icin karbohidratlar,
hidrokarbonlar, gliseroller, alkoller ve yag asitleri gibi olagan karbon kaynaklari

kullaniimaktadir.
Glukoz iceren besiyerinde uUreyen Candida curvata ve C. deformans dusuk lipaz

aktivitesi gosterirken diger taraftan glukoz Hansenula anomala’nin lipaz

aktivitesine pozitif etki yapmaktadir. Substrat olarak kolza tohumu yagi kullanilarak
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Rhodotorula pilimanae’den lipaz uretimi glukoz tarafindan inhibe edilmektedir.
Karbohidratlar ilave edilmis besiyerinde iyi Ureme gozlenir ama zayif enzim Uretimi
vardir. Tetradecane uzerinde ureyen Torulopsis apicola  glukoz Uzerinde
uretilenden 3 kat daha fazla ekstraseluler lipaz Uretmektedir. Lipazlarin
biosentezinde ¢ogunlukla trigliseroller, cogu durumda zeytin yagi, bazen de kolza
tohumu yagi veya hurma yagi kullaniimaktadir. Kerosene (kerosin veya parafin
olarak da bilinmektedir) ve zeytin yagi karisimi lipaz Uretiminde en iyi sonuglari
veren karbon kaynagidir. Ancak zeytin yaginin Uretime negatif etkisi de
bildiriimigtir (Hadeball, 1991).

2.8.2. Azot kaynagi

Lipaz uretiminde kullanilan azot kaynaklari mikrobiyal dreme igin kullanilan azot
kaynaklaridir ve protein hidrolizat, misir mazerasyon sivisi, soya unu, pepton,
aminoasitler, Ure, nitrat ve amonyak tuzlari bunlardan birkagidir. Organik azot
kaynaklarinin Hansenula anomala tarafindan sentezlenen lipaz miktarini artirdigi
bulunmustur. Yarrowia lipolytica pepton, Ure ve soya unu gibi azot kaynaklari
kullanildiginda amonyumun kullaniimasina goére genellikle daha fazla lipaz
aktivitesi goOsterirler. Ekstraseluler enzim sadece organik azot kaynaklarinin

varliginda ortaya cikabilmektedir (Hadeball, 1991).

2.8.3. Aktivatorler, stimulatorler ve inhibitorler

Karbon kaynagi lipaz sentezini stimule veya inhibe edebilir. Oleik asit, linoleik asit,
elaidik asit gibi doymamis yag asitleri Candida lipolytica’nin lipaz sentezinde pozitif
etki yaparlar. Ancak doymus yag asitleri etki gostermez. Uzun zincir yag asitleri
iceren besiyerinde Uretilen Saccharomycopsis lipolytica ¢ok miktarda lipaz Uretir.
Candida lipolytica’nin lipaz aktivitesi B4 vitamini ile stimule edilmektedir ancak
biotin ve pantotenik asit tarafindan inhibe edilir. Safra tuzlan dagsuk
konsantrasyonlarda aktive edici etki gdsterirken, ylksek konsantrasyonlarda lipaz
aktivitesini kuvvetlice inhibe etmektedir. Kolesterol Candida rugosa ve C.
lipolytica’dan sentezlenen lipazin induktorudidr. Etanol de C. deformans lipazini
inhibe etmektedir (Hadeball, 1991).
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2.8.4. Yuzey-etki ajanlari

Lipaz sadece yag su yuzeyinde etkilidir ve reaksiyon hizi sivi fazda emulsifiye lipid
ve trigliserolin konsantrasyonu tarafindan tespit edilemez ama her volum unit
basina emulsifiye taneciklerin ylzey alani tarafindan tespit edilir. Sonug¢ olarak
emulsiyonun tane boyutu ve stabilitesi enzimin Uretimi ve aktivitesini etkiledigi
kadar mikroorganizmanin gelisim oranini da kuvvetlice etkilemektedir (Hadeball,
1991).

2.8.5. Sicaklik, pH ve asilama

Lipaz Uretimi igin uygulanan optimum sicaklik ve pH kosullari, genellikle Greme igin
uygulanan kosullarla aynidir. Pseudomonas fluorescens’den lipaz Uretimi sivi
kiltirlerde 4-30°C arasinda, en fazla 8°C’de, meydana gelir. Optimal reme
sicakligr 20°C’dir.

Ureme ortaminin baslangic pH’si lipaz Uretiminde etkilidir. P. aeruginosa igin
maksimum aktivite pH 7.0'de ve P. fragi igin pH>7.0'de gergeklesmektedir.
Pseudomonas turlerinden lipaz Uretiminde havalandirma farkli etkilere sahiptir.
Ihmli havalandirma yapilan si§ tabaka kdulttrlerinde fazla havalandirma yapilan

calkalamali kulturlerden daha ¢ok lipaz Gretimi yapiimaktadir (Hadeball, 1991).

Cizelge 2.5. Lipaz uretimini etkileyen faktorler.*

Faktorler

C Kaynaklari Karbonhidratlar
Hidrokarbonlar

Gliseroller
Alkoller
Yag Asitleri

N Kaynaklari Protein Hidrolizat
Misir Mazerasyon Sivisi

Soya Unu
Pepton
Aminoasitler
Nitrat

Amonyak Tuzlari

Aktivatorler Glukoz (Stimdilatdr veya Inhibitér)

s Doymamis Yag Asitleri
Stimulatorler Uzun Yag Asit Zincirleri
Inhibitorler B, Vitamini

Biotin, Pantotenik Asit
Safra Tuzlar
Kolesterol

Etanol

Yuzey-etki Ajanlari

Sicaklik ve pH
Asilama
Aerasyon

*Hadeball, 1991°den alinmigtir.
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2.9. Lipazlarin Endustriyel Uygulama Alanlar

Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’inin karbohidrazlar ve
%10Q’unu ise diger enzimler olusturmaktadir ve bunlarin iginde lipazlar %3’lUk
oranda o6nemli bir yere sahiptir (Uhlig, 1998). Glncel bir diger kaynaga goére
lipazlar dunya enzim pazarinda proteazlar ve karbohidrazlardan sonra yer
almaktadir ve %5%’lik enzim pazarina sahiptir (Vakhlu ve Kour, 2006). Business
Communications Company Inc.'in bir raporuna goére 2004 yilinda endustriyel
enzimlerin klresel pazari 2 milyar $ olarak hesaplanmistir. EndUstriyel enzimlerin
pazardaki buyume miktari (AAGR) %4 ile %5 arasindadir. 2009 yilinda toplam
endistriyel enzim pazarinin 2,4 milyar $ olmasi beklenmektedir (Sekil 2.8.).
Endustriyel enzim pazari teknik ‘bilimsel’ enzimler, gida enzimleri ve hayvan yemi
enzimleri olarak Uge ayrilmaktadir. Deterjan ve kagdit hamuru ve kagit imalathanesi
icin teknik enzimler digerlerine gore %52’lik oranla en blyuk kismi ihtiva
etmektedir. Gida sektorinde ise en buyuk kisim sekerleme ve tatlandirici

sektorleridir (Hasan ve ark., 2006).
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400 4
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Kaynak: Business Communications Company, Inc

& Teknik 'Bilimsel' Enzimler
B Gida Enzimleri

O Hayvan Yemi Enzimleri

Sekil 2.8. 2009 Yilina kadar uygulama alanlari ile birlikte kiresel enzim marketleri
(milyon $), (Hasan ve ark., 2006).
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ikinci grup lipazlar icinde yer alan endiistriyel lipazlar (EC 3.1.1.3) triacilgliserolleri
di- ve monoagilgliserollerin yolu ile serbest yag asitlerine hidroliz ederler. Bunlar
gida endustrisinde, peynir olgunlagtirmada, firincilik Uranleri tahil  Granleri
sekercilik ve yapay sut drtnleri icine katilan peynirli ve yagl lezzetleri Gretmede, et
endustrisinde, deri endustrisinde, ilag endustrisinde, deterjan endustrisinde, diger
enzimlerle karistirlmak suretiyle aritim sistemlerinde yaygin kullanim alanlarina
sahiptir (Rezanka, 1991).

Birgok lipaz Ureten mayalar igerisinde, Candida rugosa’dan ticari olarak Uretilen

lipaz en fazla siklikla kullanilandir (Vakhlu ve Kour, 2006).

2.9.1. Deterjanlar

Deterjan sanayiinde lipazlar biiyiik énem tagimaktadir. Ozellikle uzaklastiriimasi
oldukgca zor olan lekelerin gideriminde kullaniimaktadir. Lipitlerin ve sivi yaglarin
serbest yag asitlerine ve gliserole hidrolizinde 250°C’lik sicaklik ve 60 barlik bir
basin¢ uygulanmakta ve bu islem de maliyeti artirmaktadir. Bunun yerine maliyeti
dusuk oldugu icin mikrobiyal lipazlar kullaniimaktadir (Svendsen, 2000). Candida
lipolytica, C. cylindracea ve Pseudomonas stutzeri lipazlari deterjanlar ve yikama-

temizleme preparasyonlarinin komponentleri olarak kullaniimaktadirlar.

Bir alman patentinde 70-100°C’de proteinlerin uzaklastiriimasi icin Henkel ve Cie,
G.m.b.H. tarafindan bir deterjan bilesimi yayinlanmistir. Bilesim farkli
kombinasyonlarda alkalaz (Novo Enzyme Corp.), proteaz (%0-0,1), Candida
cylindracea (Lipase-My-Meito Sangyo Co.) (%0,05), Termozym (Novo Enzyme
Corp.), a-bakteriyelamilaz (%0,1-1,0), ve yuUksek sicakhda dayanikli proteaz,
termolizin (%0-1,0) icermektedir. Unilever Co. Tarafindan yayinlanan patenti
alinan bir diger bilesimde ise Candida cylindracea (agirlikga %0,5-5) lipazi
icermektedir. Candida lipolytica (gunumuzde Yarrowia lipolytica), Candida
cylindracea ve Pseudomonas stutzeri ATCC 19154 gibi mikrobiyal kaynakl
enzimler bitki ve hayvansal kaynakli enzimlere gore daha fazla tercih edilmektedir

cunku bunlar deterjan sistemlerinde daha kararlidirlar (Seitz, 1974).
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2.9.2. Gida ve beslenme

Mikrobiyal lipazlarin  hidrolitik  Ozelliklerinden gida  endustrisinde de
yararlaniimaktadir (Rezanka, 1991). Firincilhik dartnleri, tahil Granleri, sekercilik ve
yapay sut Urdnleri icine katilan peynirli ve yagh lezzetleri Uretmede lipazlar
kullaniimaktadir. Candida lipolytica lipazi ve iki laktik asit Ureten bakteri susunun
fermantasyonu ile elde edilen urtun kurutulur ve konsantre edilir, bu Urin peynir
katkisi olarak kullanilir. Rhizopus delemar lipazi taze sut veya krema ile Japon
yogurdu Uretiminde kullaniimaktadir. Aspergillus sp. lipazi piring lezzetini
iyilestirmede ve soya fasulyesi sutunin modifikasyonunda kullanilir. Candida sp.
veya Rhizopus delemar lipazi aroma vyapiminda, elma sarabinin
fermantasyonunun hizlandiriimasinda, yumurta sarisi kalintilarini beyazindan

uzaklastirmada kullaniimaktadir.

Mikroorganizmal lipazlarin tabi formasyonu 6zellikle sut endustrisi icin dnemlidir.
Ozellikle peynirlerin olgunlastirimasinda ve lezzet ilavesinde lipazlar siklikla
uygulanmaktadir. Peynirin lezzeti, peynirin tipine gére kompozisyonu farklilasan
sekonder mikroflora ve agir agir ilave edilen starter bakteri etkisinin sonucuna goére
olusmaktadir. Lezzet Uretimine yol agan reaksiyonlarin ¢cogu Ozellikle lipaz ve
proteazlarin ilavesiyle enzimatik olarak katalizlenir ve bu enzimler olgunlastirmayi
hizlandirmaktadir. Ancak asiri lipoliz tat defektlerine yol agabilmektedir, buna
karsin lipolizin hissedilir derecesi ‘Blue-vein’ peyniri veya Italyan peyniri gibi
kuvvetlice lezzetlendirilmis peynirlerde arzu edilen seviyededir. Ornegin Pravolone
ve Romano peynirinin lezzet gelisimi peynir mayasi ‘rennet’ veya pregastrik
esterazin iglevi tarafindan kisa-zincir yag asitlerinin olusmasina dayanmaktadir.
Mucor miehei esterazi Italyan peynirine yeterli kalite vermede kullanilir (Stead,
1986). Blue vein peyniri imalati sut veya lora mavi-yesil Penicillium roqueforti, ve
P. glaucum sporlari ile inokule edilerek yapilir. Kufun lipolitik migelyumu tarafindan
sut yagindan olusan serbest yag asitleri dnemli tat bilesikleridir. Laktonlar da ‘Blue’
peynirde énemli tat komponentleridir. P. roquefortiden iki tip lipaz salgilanir ama
sadece asit enzim peynir olgunlastiriimasinda onem tagimaktadir. Lipoliz, peynir
yuzeyinde bulunabilen yuksek NaCl konsantrasyonunda inhibe olur, oysa migelyal
gelisim dusuk veya yuksek NaCl konsantrasyonlarinda inhibe edilebilir. Aspergillus
sp.’den elde edilen ticari enzim preparasyonu gelisim oranini ve ‘Blue’ peynirin

lezzet kalitesini artirmaktadir. Brie ve Camembert peynirinin beyaz kuft de (P.
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camemberti) lipolitiktir ve serbest birakilmis yag asitlerinin oksidasyonu ile metil
ketonlari (karakteristik sert lezzeti olustururlar) dretirler. Limbur ve Romadur gibi
yuzeyi lekeli peynirlerde Brevibacterium linens’in karakteristik kirmizi-kahverengi
gelisimi goérulmektedir. Candida mycoderma lipazi ve Debaromyces kloeckeri
lipazi Limburg peyniri olgunlastiriilmasinda kullanilir. St florasindaki esteraz ve
lipaz aktiviteleri ve starter Streptococci sayesinde olugsan ugucu yag asitleri sert ve
yari sert peynirlerin lezzetinin bir kismindan, (6rnegin Cheddar peyniri

olgunlastiriimasinda) sorumludur.

Zayif lipolitik aktiviteye sahip mikroorganizmalar; Lactobacillus, Pediococcus ve
Leuconostoc cinsleridir. Propionibacterium shermani isvigre peyniri imalatinda,
Streptococcus cremoris, S. lactis, Lactobacillus plantarum ve L. casei ‘Cheddar’
peyniri imalatinda kullanilmaktadir. Candida cylindracea lipazi Amerikan Cheddar
peyniri, Mucor sp. lipazi ingiliz Cheddar peyniri imalatinda uygulanmaktadir
(Stead, 1986).

Lipazlarin dogal etkisi ayrica et endustrisinde de uygulanmaktadir. Micrococcus ve
Lactobacillus cinsleri tutsulenmis etin karakteristik lezzet 6zelliginin kazandiriimasi
icin kullanilir. Candida lipolytica ve Geotrichum candidum gibi lipaz Ureten
mikroorganizmalar balik islenmesinde fazla yagin uzaklastirimasinda kullanilir
(Rezanka, 1991).

Candida rugosa (veya C. cylindracea) lipazi serbest durumda mum yagi, hindistan
cevizi yadi ve zeytin yagdi hidrolizinde kullanilir. immobilize Rhizopus arrhizus

lipazi ve migel karigimi zeytin yagi hidrolizinde uygulanir.

2.9.3. Tekstil
Yaglarin enzimatik hidrolizi ayrica diger endustri dallarinda da uygulanmaktadir.
Lipazlar, kurklerden yag kalintilarinin uzaklastiriimasi i¢in postun igslenmesinde

kullanilir.

Bir Macar Teljes patentinde aciklandigi gibi lipazlar deri islemede oldukca

kullanighdir. Koyun, kuzu, ve vahsi hayvan derilerinin deoksiklorik asit varliginda
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lipaz ve amilaz ile muamelesi sonucunda yaglar ve kollajen-olmayan proteinler

deriye zarar vermeden uzaklastirilabilmektedir (Seitz, 1974).

2.9.4. Tip ve farmasotik

Lipazlar ilag endustrisinde de kullanim alanlarina sahiptir. Lipazlarin peptidlerin
sentezine olan ilgisi nadir aminoasitleri igeren peptidlerin preparasyonu igin de
kullanilmasina olanak saglamaktadir. Lipazlar substrat olarak D-aminoasitlere etki
etmektedir, bu D-aminoasitler bazi antibiyotik ve noéroaktif peptid molekullerinin
tamamlayicilar olabilmektedir. Ornegin Penisilin G’nin énciilii olan N-fenilasetil-L-
sisteril-D-valin’in formasyonu lipaz tarafindan katalizlenmektedir. Pseudomonas
aeruginosa’nin  stereospesifik lipoprotein lipazi ile (R-S)-2-oxazolidinone
esterlerinin rasemik karigiminda R-esteri hidroliz edilir ve S-ester ayrilarak S-alkol
uretilir, bu da B-adrenerjik blok ajaninin S-izomeri igin uygun ara maddedir. Elde
edilen p-adrenerjik blok ajani hipertansiyon ve anjina pektoris tedavisinde
kullanilir. Aspergillus niger lipazi ile, terpen alkoller ve diz-dalli kisa zincir yag
asitlerinden terpen alkol esterleri parfum bilesenleri sentezlenir. Ayrica pankreoflat

gibi hazmi kolaylastirici ilaglarin bilesiminde lipazlar vardir.

Bir Alman patentinde lokal deri inflamasyonu ile mucadele icin agirlikga %1-5
lipaz, hyaluronidaz ve thiyomukaz (thiomucase) igeren farmasoétik bilesimler
hazirlanmistir ve kullaniimaktadir. Bir diger Alman patentinde ise lipaz kalici sag
kabartma alasimina ilave edilmekte ve bilesimin saga penetrasyonunu
kolaylastirmaktadir (Seitz, 1974).

2.9.5. Diger

Diger enzimler ile karigimi vyapilan lipazlar atlk su aritiminda da
kullanilabilmektedir. Pozisyon o6zgulligu olan mikrobiyal lipazlarin kullanimi ile
uygun trigliserit karisimlari  Uretilmektedir. Kisa zincir yag asitlerinin
interesterifikasyonu ile hurma yagi sivi yaga donusturilmektedir. Candida
deformans, Geotrichum candidum, Rhizopus neveus, Aspergillus niger lipazlari

yaglarin interesterifikasyon reaksiyonlarinda kullaniimaktadir.

Lipazlarin uygulama alanlarinda o6zellikle glinimuzde tek hicre yakiti (SCO)
dikkati cekmektedir.
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Cizelge 2.6. Endustriyel lipazlarin uygulama alanlari.”

Uygulama Alanlari

Endistri

Mikroorganizmalar

Peynir katkisi

Peynir olgunlastiriimasinda

St
italyan peyniri

Blue-vein peyniri

Blue peyniri

Camembert ve Brie peynirleri

Amerikan Cheddar peyniri

ingiliz Cheddar peyniri

Cheddar peyniri

Limburger ve Romadur peynirleri

Limburger peyniri

isvigre peyniri

Candida lipolytica
Mucor miehei

Penicillium roqueforti,
P. glaucum

Aspergillus sp.

P. camemberti

C. cylindracea

Mucor sp.
Streptococcus cremoris,
S. lactis,

Lactobacillus plantarum,
L. casei

Brevibacterium linens
C. mycoderma

Debaromyces kloeckeri

Propionibacterium
shermani

Rhizopus delemar

Sit, krema ve Japon yogurdu Uretiminde Sut
Tutsllenmis etin karakteristik lezzetinin kazandiriimasinda Et Lactobacillus sp.
Baliklarin fazla yaglarinin uzaklastiriimasinda Et C. lipolytica
Geotrichum candidum
Aroma yapiminda, Gida
Elma sarabi fermentasyonunun hizlandiriimasinda, Fermen. Tek. Candida sp.
Yumurta sarisi kalintilarinin beyazindan uzaklastirlmasinda Gida R. delemar
Mum yagi, hindistan cevizi yagdi ve zeytin yaginin hidrolizinde, G C. cylindracea
. S . ida .
Zeytin yagi hidrolizinde R. arrhizus
Piring lezzetinin iyilestiriimesi, Tarm Asperqillus s
Soya fasllyesi sttiniin modifikasyonunda perg p-
C. lipolytica
Yikama ve temizleme isleminde Deterjan C. cylindracea
Pseudomonas stutzeri
Penisilin G’nin 6nciili olan N-fenilasetil-L-sisteril-D-valin’in
formasyonunda, ila
(R-S)-2-oxazolidinone’dan R-esterinin hidrolizi sonucunda S- ¢ .
L P. aeruginosa
esterinin ayrilmasinda
Kirklerde yag kalintilarinin uzaklastiriimasi igin post .
. ; Tekstil
islenmesinde
Enzim preparasyonlari iginde atik su aritiminda Aritim Tek.
Terpen. alkoller ve yag asitlerinden terpen alkol esterleri Parfim A. niger
sentezinde
C. deformans
Yaglarin interesterifikasyon reaksiyonlarinda g candidum
. neveus
A. niger

* Farkli kaynaklardan ézetlenmistir.
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2.10. Lipazlarin Saflastiriimasi ve immobilizasyonu

2.10.1. Saflagtirma

Diger tum enzimlerde oldugu gibi lipazlar da saflagtirilarak ve sonrasinda
immobilize edilerek endustriyel o6lgekte kullaniimaktadirlar. Enzim saflastirma
metodlari diger tim enzimler gibi lipazlar igin de gecerlidir. Coktirme teknikleri
(tuzlar ve alkoller ile) ve kromatografik teknikler (iyonik, hidrofobik etkilesim afinite
ve molekuler eleme) iki ana saflastirma teknikleridir (Vakhlu ve Kour, 2006).

Mikrobiyal lipazlarin gogunlugu hucredisidir ve kultir ortamindan santrifigasyon
veya filtrasyon ile hiicrelerin uzaklastiriimasi sonucunda elde edilirler. On-
saflastirma asamalari amonyum-sulfat ¢okturme, ultrafiltrasyon veya organik
¢ozlcluler ile ekstraksiyon ydntemlerini icermektedir. Saflastirma planlamalarinin
%80Q’ini dncelikle ¢oktlirme islemleri olusturmaktadir ve bunlarin %60’1 amonyum
sulfat ¢oktirme ve % 35'i de etanol, aseton veya genellikle hidroklorik asit
kullanilarak yapilan islemlerdir (Saxena ve ark., 2003). On-saflastirma tekniklerini
takiben genellikle kromatografik teknikler uygulanir. istenilen safligi saglamak igin
bazen tek bir kromatografik yontem yeterli olmayabilir, bu sebeple bu tekniklerin
bir kombinasyonu uygulanmalidir. Lipaz saflastirma yontemlerinde en siklikla
uygulanan metod jel filtrasyonunu takiben iyon-degisim kromatografisidir (Alvaro
ve lllanes, 2008). Lipazlar aktif bolgeleri gevresinde blyuk hidrofobik yuzey ihtiva
eden enzimlerdir ve bu nedenle de hidrofobik etkilesim kromatografisi de siklikla
saflastiriimalarinda kullaniimaktadir. Oktil ve fenil hidrofobik matrislerin en populer
fonksiyonel gruplaridir ancak buyuk olgekteki saflastirma yontemleri igin oldukga
pahalidir. Konkanavalin A (concanavalin A) gibi immobilize lektinler enzim
glikoprotein oldugu zaman fungal ve memeli kaynakli lipazlarin saflastiriimasi igin

afinite kromatografisi matrisleri olarak kullaniimaktadir.

Lipaz saflastiriimasi igin akigkan ikili faz sistemleri, tersinir misellar sistemi ve
immunosaflastirmayi iceren yeni sistemler de mevcuttur. Akigkan ikili faz ve
tersinir misellar sistemleri, bifazik sistemlerdeki proteinlerin ayrisma 6zelliklerine
dayanmaktadir. Bu sistemlerdeki en dnemli parametreleri pH ve akigkan fazin
iyonik  dayaniklih@  olusturmaktadir.  Immnlnosaflagtirma  antikor-antijen

eslesmesinin  yuksek oOzgulluginden dolayr en segici protein-saflastirma
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tekniklerinden biridir. Ancak bu teknigin handikapi monoklonal antikorlarin ¢ok

yuksek maliyette olmasidir (Alvaro ve lllanes, 2008).

Bir aside dayanikli Aspergillus niger lipazi ham ticari ¢ozeltilerden Bio-gel-p-100’de
boyut ayrimi ve Mono-Q'de iyon-degisimi ile, Rhizopus delemar lipazi %3-4 geri
kazanim ile saflastinlmigtir. R. japonicus NR400 lipazi kromatografiyle
hidroksiapatit, oktilsfaroz ve sefakrii S-200 Uzerinde homojen olarak
saflagtinimigtir (Aravindan ve ark., 2007). Staphylococcus aureus 226 lipazi
oncelikle amonyum sulfat ¢oktirme ile ve bunu takiben hidroksiapetit, Sephadex
G-200 ve Sephadex G-150 Uzerinde kromatografi yontemiyle enzimin 385 kat

saflagtiriimasi gergeklestirilmis ve %25 verim elde edilmistir (Hasan ve ark., 2009).

Cizelge 2.7. Birtakim bakteri ve fungal lipazlarin saflagtirma yontemleri* (Saxena
ve ark., 2003).

Mikroorganizma Saflastirma Asamalari Gerikazanim | Molekiiler
(%) / agirhk
saflagtirma (kDa)
orani

B | Pseudomonas amonyum sllfat ¢oktirme ve | 21 /3390 |45
A | fluorescens DEAE-cellulose ve  octyl-
K Sepharose CL-4B
T | Pseudomonas spp. | Q-Sepharose, octyl-Sepharose | 56 / 159 35
E | ATCC 21808 ve enzim izopropanol ile
R ayristirilmistir.
I
Bacillus spp. amonyum slilfat ¢oktirme, | 9/ 7762 22
akrinol ile muamele, DEAE-
Sephadex A-50, Toyopearl
HW-55F ve butil- Toyopearl
650 M
F I"Rhizopus oryzae amonyum silfat goktirme, | 22 /1260 | 32
U sulfopropil-Sepharose,
N Sephadex G-75 ve tekrar
G sulfopropil-Sepharose
U Uzerinde
S | Penicillium cyclopium | Amonyum silfat ¢oktirme, | 27 / 1380 11
MI DEAE-Cellulose, DEAE-
Sepharose ve hidroksiapatit
kromatografisi ve Cellulofine
GC-700 Uzerinde jel
filtrasyonu.

*Saxena ve ark., 2003’den Ozet olarak ¢izilmistir.
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2.10.2. immobilizasyon
Hareketsizlestirme, sabitleme, baglama anlamlarina gelen immobilizasyonu hicre

ve enzim olarak 2 kisma ayirmak mumkunddr.

Endustriyel uygulamalarin buyuk ¢ogunlugu sulu ¢ozeltilerde gerceklesmektedir ve
katalizor olarak kullanilan serbest enzimlerin aktivitelerini yitirmeden geri
kazanimlari pek mumkun olmamaktadir. Serbest enzimler reaksiyon ortamindan
istenilen zamanda  uzaklastirilmadiklarindan  reaksiyonun  kontroli  de
glglesmektedir. Bunun igin enzim inhibitorleri kullaniimasi dusltnulebilse de saf
olarak elde etmek istenilen Urin ortamina yeni ilaveler Grinldn saf olarak elde
edilmesini  zorlagtirabilmektedir.  Ayrica  serbest  enzimler  ortamdan
uzaklastirilabilse bile tekrar kullaniimalari aktivitelerini yitirdiklerinden dolayi
mumkin degildir. Surekli enzim sistemlerinin olusturulmasi i¢in bu tlr sorunlarin
giderilmesi gerekmektedir ki bu amagla enzim immobilizasyonu arastirmalari Snem

kazanmigtir.

immobilize enzimler ortamdan uzaklastirilabildiklerinden kesikli ve sirekli
sistemlerde kolaylikla kullanilabilmektedirler. Bu enzimlerin kullanimda aktif olarak
kaldiklar siire serbest enzimlere gdre oldukca fazladir. immobilize enzimler
substrat fazinda ¢ézunmediginden sistemin kontrolu ¢ézundr enzimlere gore daha
kolaydir (Cizelge 2.8.). Bu nedenle o06zellikle endustriyel Olgekte enzim
kullaniminda  immobilizasyon  6nem  kazanmaktadir. immobilizasyonun
gerceklesmesi igin bir takim tasiyicilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunlarin bir kismi

cizelge 2.9. ‘de 6zetlenmisgtir.

Cizelge 2.8. immobilize enzimlerin serbest enzimlere (stiinliikleri

1. | Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirilabilir, ve Urlnler enzim
tarafindan kirlenmez.

Cevre kosullarina kargi daha dayaniklidir.

Bir ¢cok kez ve uzun sure kullanilabilir.

Surekli iglemlere uygulanabilir.

Uriin olusumu kontrol altinda tutulabilir.

Birbirini izleyen ¢ok adimli reaksiyonlar igin uygundur.

Serbest enzimden daha yuksek bir aktivite gosterebilir (bazi durumlarda).

O N @Ok~ w N

Enzimin kendi kendini pargalamasi (autolysis and self-digestion) olasihgi
azalir.

33




Cizelge 2.9. immobilizasyonda kullanilan tasiyicilar.

Anorganik Polimerler Dogal Tasiyicilar Sentetik Polimerler
Cam Seluloz Polistiren Turevleri
Silikajel Nisasta Poliakrilamid
Aluminyum oksit Dekstran Naylon

Bentonit Agaroz Polivinilalkol
Hidroksiapatit Karragenan Oksiranlar

Titandioksit Alginat Metakrilat
Zirkonyumdioksit Kollajen lyon gegistirici regineler
Nikeloksit Kitin

Enzim immobilizasyonunun temel hedefi enzimlerin enduistriyel olgcekte bir ¢cok
reaksiyon dongusunde tekrar tekrar kullaniimasini saglamaktir. Bu yonden enzim
immobilizasyonunun protokolleri ile enzim 6zelliklerinin gelisimi birbirleriyle yakin
iliski icindedir (Guisan, 2006). Endustriyel alanlarda kullanilan bir¢gok enzimler gibi
lipazlar da immobilize olarak kullaniimaktadir. Lipazlar basit ve ucuz bir sol-gel
yontemiyle hidrofobik silikatlarin gOzeneklerine etkileyici bigimde
tutuklanabilmektedir. Bu enzim varliginda basit kosullarda hidrolize edilmis
alkilsilan [Rsi(OCH3); ve Si(OCHs3)4] kansimiyla gergeklestirilir.  Sol-gel
enkapsulasyonun enzim immobilizasyonunda 6zellikle kolay ve etkili bir yol oldugu

ispatlanmistir (Reetz, 2006).

Cunha ve ark., 2008, ‘de ylUksek aktiviteye sahip YLL'yi (Yarrowia lipolytica lipazi)
fiziksel adsorbsiyon ve kovalent baglanma ile immobilize etmiglerdir. Enzim oktil-
agaroz ve oktadesil-boncuk destek materyallerine hidrofobik adsorpsiyon ile ve
MANAE-agaroz (Amino-glioksil-agaroz) destek materyaline iyonik adsorpsiyon ile
tutuklanmistir. CNBr-agaroz ise kovalent baglanma icin destek materyali olarak
kullanilmigtir. Oktil-agaroz'da %71, oktadesil-boncukta %90 ve MANAE-agaroz’da
ise %97 verim elde edilmigtir. Ancak aktivite tutulumu daha dusuktur (oktil-
agaroz’da %34, oktadesil-boncukta %50 ve MANAE-agaroz’da %61). Ancak

kovalent baglanma tim enzim aktivitesinin kaybina yol agmistir.

Hucresel immobilizasyon metotlarinda immobilize hicreler agregat olarak ifade

edilir. Bir agregatta u¢ komponent vardir. Bunlar, hucreler, kati ya da jel olan
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destek materyali ve agregati icinde bulunduran solisyondur (Sekil 2.9.a).
Muhendislik acisindan bu kompleks yapi yerine agregata basit bir geometrik sekli
olan (kure ya da ince film) homojen faz olarak bakilir (Sekil 2.9.b). Bu sistem ¢cogu

literatlrde mikrogevre olarak adlandirilir (Karakog, 2004).

-ql'll— Besleyici madde
mjemmmly. A ik Crdinler
/

Hiicre agregat
(hdcreler + destek maddesi)

Sekil 2.9. immobilize hiicre (agregat) komponentleri (Karakog, 2004).

Hucre immobilizasyon ydntemlerinin segiminde U¢ olgu dnemlidir.
«» Hucrelerin katalitik aktivitelerinin korunumu,
% Immobilize hiicrelerin uzun é6mirlii olmasi,

«+ Ekonomik olmalidir.
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Bu olgular enzim immobilizasyon yontemlerinde de gecgerli olmalidir.
immobilizasyon yéntemi segimi yapilirken bitin bu faktérlerin g6z 6niinde
tutulmasi gereklidir. Katalitik aktivite canli hicrelerle iliskilidir. immobilizasyon
islemleri sirasinda canhlik kaybinin minimumda tutulmasi saglanmalidir. Bu
surecte canlilik kaybir s6z konusu olursa hucrelerden beklenen Urin verimi
dusmektedir. Secilen yontem immobilize olan her bir biyokatalist igin uygun
olmalidir ki istenilen aktiviteye sahip olan hucreler uzun suareli kullanilabilsin.

ister hiicre ister enzim immobilizasyonu olsun, immobilizasyon ydntemlerini 3 ana
grupta toplamak mumkindur, bunlar: (1) Suda ¢ézinmeyen tasiyiciya baglanma
yontemleri, (2) Capraz baglama yontemleri, (3) Tutuklama yontemleri ‘dir. Bunun
yanisira immobilizasyon yontemleri fiziksel mekanizmalarina gore 4 baslk altinda
incelenmektedir (Sekil 2.10.).

(aldn®y

oloNelo0’s

b) Bariyerler arasinda alikoyma

c) Hiicrelerin toplanmasi d) Porlu matriks icine tuzaklama

Sekil 2.10. Fiziksel mekanizmalarina gbre immobilizasyon yontemleri (Karakog,
2004).
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a) Yuzeye baglanma (attachment)

Hucrelerin herhangi bir yolla kati destek bir ylzeye baglanmasi seklinde
olaylarinin tUmuU yuUzeye baglanma kategorisi i¢inde yer almaktadir. Dogal

adsorpsiyon ve kimyasal baglayicilarla olmak Uzere iki sekilde uygulanmaktadir.

b) Bariyer arkasinda alikoyma (containment)

Hucrenin bir bariyer arkasinda alikonulmasidir. Alikoyma igin kullanilacak olan
bariyerler organik ¢oézucude dagilmis olarak bulunan hicre suspansiyonu
bulunduran birbirine karismayan iki sivi arasindaki ylizey ve mikrofiltrasyon ya da
ultrafiltrasyonda kullanilan yari gecirgen membranlar olabilir. Mikrokapsulleme
surecinde yari gegirgen membranlarin gézenek ¢aplari hicrelere besin girisine ve
urin ¢ikisina izin verirken, hicrelerin ortamdan ayriimasini engelleyecek sekilde
hazirlanmaldir. Bu ydntemde zar olarak, naylon, sellloz nitrat ve sellloz asetat
gibi sentetik zarlarla eritrositler gibi biyolojik zarlar da kullaniimaktadir. Genellikle

memeli doku kulturlerinde kontrollU ilag salinimi igin kullanilan bir yontemdir.

c) Hucrelerin Toplanmasi (aggregation)

Dogal olarak mikrobiyal hiicreler toplanmaya, kimelesmeye ve follkulasyon yapi
olusturmaya egilimlidirler. Bu reaksiyon, ortama folukulasyon ve ¢apraz baglama
ajanlarinin ilavesiyle hizlandirilabilir. Fungus hdcrelerinin dogal
folukUlasyonlarindan olan kule tipi bioreaktorler bira Uretiminde kullaniimaktadir.
Bunun yaninda kirli su aritiminda aktif camur olusumunda da dogal follkulasyon

kullaniimaktadir.

d) Porlu matriks icine tuzaklama (entrapment)

Tuzaklama hucrelerin, gevrelerinde varolan ya da daha onceden sentezlenerek
ilave edilen gesitli porlu yapilar igine girmesiyle meydana gelir. Tuzaklama metodu
Onceden ortama ilave edilen porlu destek maddelerine gore iki baglk altinda
incelenir. Seramik, tugla, cam tozu, ponza tasi gibi mikroskobik seviyede porlu
partikiller ya da makroskobik seviyede porlara sahip destek maddelerinin
kullanildigi  metotlardir. Makroskobik destek maddelerine “biyokitle destek
partikulleri (BSPs)” (Biomass support particles) denir. Tuzaklama yontemleri iginde
yaygin olarak kullanilan bir diger segenek ise enzim ve hucrelerin polimer jeller

icinde tutulmasidir. Ozellikle k-karrageenan, Na, Ca- alginat, poliakrilamid gibi
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polisakkarit jellerin kullanimiyla yapilmaktadir. BSPs ekonomik dnemi olan birgok
olayda ve dUrun elde edilmesi gibi endustriyel  slreclerde yaygin olarak

kullaniimaktadirlar.

Tuzaklama yontemiyle alginat ve k-karrageenan diger polimer jellere gore daha sik
kullaniimaktadir. Bu jel boncuklarin sentez reaksiyonlari basittir,
mikroorganizmalara kargi toksik degillerdir, biyolojik bozulmaya, depolanmaya ve
kilturasyon kosullarina karsi dayanikhdirlar. Sunger, kdpuk gibi immobilizasyon
matriksleri enzim ve hicre immobilizasyonlarinda kullaniimaktadir. Endustriyel
onemi olan birgok maddenin Uretiminde en buyuk gidere neden olan basamak geri
kazanim yontemleridir. Bu islemin maliyetini azaltabilmek icin en potansiyel
alternatiflerden birisi hucrelerin polilretan kopuk, sunger, celik tel gibi inert
tasiyicilara tutuklanmasidir. Alginat, k-karrageenan ve poliakrilamid gibi diger
destek materyalleriyle kiyaslandiklarinda, bu materyallerde gorulen tekniksel
zorluklar ve yuksek maliyet sunger ve kopuk gibi inert tasiyicilarda

gorulmemektedir (Karakog, 2004).
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3. YONTEM

3.1. Mikroorganizmalar

Tez kapsaminda kullanilan Yarrowia suslari Hacettepe Universitesi Gida
Mihendisligi Bélimi’nden temin edilmistir. iki Yarrowia lipolytica susu; NBRC
1658 ve IFO 1195, National Institute of Technology and Evaluation (NITE)
Biological Resource Center, Japonya’'dan liyofilize olarak saglanmislardir. Diger bir
Yarrowia lipolytica susu ise; Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Bolum{'ne ait
kaltar koleksiyonundan, yatik kultar olarak saglanmistir (Yalgin, 2007). Calismada
kullanilan bir diger maya susu olan Candida tropicalis ise zeytinyadi imalathanesi

atik topragindan tarafimca izole edilmistir.

3.1.1. Mikroorganizma izolasyonu

Lagim, ¢op ve yag imalathanesi atiklari gibi yagh ortamlar lipaz Ureten
mikroorganizmalarin izolasyonu ve lipolitik mikroorganizmalarin zenginlegtiriimesi
icin iyi ortamlardir (Rahman ve ark., 2007). Lipaz aktivitesine sahip muhtemel bir
mikroorganzimanin Uretimi icin Mersin ili, Tarsus ilgesinde yer alan Boltag
Zeytinyad! imalathane’sinden g farkli toprak ornegi alindi. Ornekler alinirken

kontaminasyonu onlemek amaciyla steril kosullarda ¢aligildi.

ilk olarak toprak 6rnekleri steril kosullar altinda Petri plaklarinda hazirlanmis
Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Modifiye Yeast Mold Agar (YM Agar)

besiyerlerine asilandi ve inklibasyon sonrasi Ureyen mayalar ayrilarak saflastirildi.

Oncelikle funguslar icin genel Uretim besiyeri olan PDA kullanildi. Daha sonra
funguslar icin Gretim besiyeri olan YM Agar modifiye edilerek kullanildi. YM Agar
g/L’de 3 maya 6zUtl, 3 malt 6zutd, 5 pepton, 10 dekstroz ve 20 agar icermektedir.
YM Agar icgin besiyeri henuz sivi formdayken %1 zeytinyagdi eklenerek modifiye
edildi ve eklenen zeytinyagi iyice homojenize edildi. Hazirlanan PDA ve YM Agar

Petri plaklarina paylastirildi ve her iki besiyeri de katilagmaya birakildi.

Topraktan fungus izolasyonu amaciyla, her toprak ornegi igin ayri olmak Uzere,
birinci deney tiptine 10 ml ve diger deney tuplerine 9’ar ml serum fizyolojik (%0.9
NaCl) hazirlandi ve 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika steril edildi. 10 ml

serum fizyolojik iceren tlplere steril kosullarda toprak 6rneklerinden 1 g eklendi.
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Vorteks karistiricida karistirildiktan  sonra elde edilen karigimlarin  Ust
kisimlarindan diger tiiplere 1’er ml aktarilarak 10 oraninda seyreltme yapildi. Her
toprak érnegi icin ayri olmak lizere 10" — 10 oraninda seyreltilmis bu tiiplerden
1’er ml alinarak PDA ve YM Agar besiyerlerine yayma ekim yapildi ve etivde
statik olarak 30°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Petri plaklarinda karisik olarak
uremis olan mikroorganizmalar alinarak tek koloni ekim yontemi ile yeni
besiyerlerine agilandi ve saflastirilincaya kadar igsleme devam edildi. Petrilerde tek
koloni elde edilen mikroorganizmalar da tlplere hazirlanan yatikk PDA ‘lara

aktarilarak stok kiiltirler +4°C’de saklandi.

izole edilen mayalar metilen mavisi ile boyanarak hiicre morfolojileri, tek koloni

ekim yontemi ile koloni morfolojileri saptandi.

3.1.2. Yeni izole maya sugsunun tanimlanmasi

Mersin ili Tarsus ilgesi zeytinyagi imalathanesi atik topragindan izole edilen maya
susunun sirasityla Genomik DNA izolasyon, PCR, PCR temizleme, Dizi analizi ve
Filogenetik analizi RefGen Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. $ti.’ne

yaptirilarak tanimlanmigtir.

3.2. Mikroorganizmalarda Lipolitik Aktivite Tayini

Mikroorganizmalarda lipolitik aktivitenin tespiti amaciyla tributirinli agar besiyeri,
g/L’'de 10 agar, 5 pepton ve 3 maya 6zitu seklinde hazirlandi. Hazirlanan besiyeri
110°C’de 25 dakika 1 atm basic altinda sterilize edildi ve 60°C’ye kadar sogutuldu.
Sonrasinda steril pipet ile %0,1 tributirin ortama eklendi ve homojenizasyonu

saglandi.

3.2.1. Tributirinli Agar besiyeriyle lipolitik aktivite tayini

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195 ve Y. lipolytica Yerli Susu ve
toprakdan izole edilen Candida tropicalis susunda lipolitik aktivite tespiti amaciyla
Tributirinli Agar besiyerleri hazirlandi. Oncelikle 100 ml distile suya 1 g agar, 0,5 g
pepton ve 0,3 g maya 6ziitii eklenerek karistirildi. 110°C’de 25 dakika 1 atm basic
altinda sterilizasyon sonucunda besiyeri 60°C’ye kadar sogutuldu. Sonrasinda
steril pipet ile 0,1 ml tributirin ortama eklendi ve homojenizasyonu saglandi. Daha

onceden steril edilen tuplere 7'ser ml dagitilarak dik durumda sogumaya birakildi.
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Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 0,1 ml alinan 6rnekler ayri ayri
Tributirinli Agar besiyerlerine asilandi. 30°C’de 3 giine kadar inkiibe edilerek

berraklik zonuna goére degerlendirme yapildi.

Mikroorganizma lipaz pozitif ise besiyerinde berraklik olusmakta negatif ise
herhangi bir degisim gozlenmemektedir. Lipolitik aktivitenin degerlendiriimesinde
berraklik derinligi mm cinsinden 1. giinden sonra olguldi ve 3. gune kadar devam
edildi (Sztajer ve ark., 1988).

3.3. Mikroorganizmalarda Lipaz Sentezi Tayini

Mikroorganizmalarda lipaz aktivite tayininde titrasyon yontemi kullanildi. Kalttr
ortami filtratinin enzim kaynagi olarak kullanildigi lipaz aktivite tayininde degerler
formulde yerine konularak lipaz aktivite miktari Gnit aktivite olarak saptandi. 1 Unite
lipaz aktivitesi uygun kosullar altinda 1 ymol yag asidini agiga ¢ikaran aktivite

olarak tanimlandi.

Kaltir ortami filtrati enzim kaynag@i olarak kullanildi ve aktivite tayini 4 basamakta

gerceklestirildi (Sugihara ve ark., 1991).

1. inkiibasyon ortamina 1 ml riviera zeytinyagi, 4,5 ml 50mM pH 5,6 asetat
tamponu, 0,5 ml 0,1M CaCl, ve 1 ml filtrat eklendi. Kor tlpune ise filtrat
yerine d.su ilave edilidi. Enzim kaynagi olarak Uretim sonrasinda Whatman
no:1 filtre kagidindan suzulerek elde edilen supernatan kullanildi.

2. Karisim orbital calkalamali ortamda 30°C’de 200 rpm hizda 30 dakika
inkUbe edildi.

3. Ortama 20 ml etanol eklenerek reaksiyon durduruldu.

4. Ortam 50mM KOH ile pH 10,5e kadar titre edildi. Degerler asagidaki
formUlde yerine konularak agiga ¢ikan yag asidi miktari Unit aktivite olarak

hesaplandi.

50 x Harcanan KOH Miktari
= U/ml

30
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3.4. Maya Suslarinin Ozellikleri

3.4.1. Hicre morfolojisinin incelenmesi

Yeni izole edilen Candida tropicalis ve Yarrowia suglarinin hicre morfolojilerinin
incelenmesi amaciyla yatik stok kultlrlerden alinan 6rnekler lam Uzerine alinarak
preparat hazirlandi. Kurutma sonrasinda metilen mavisi ile 5 dakika boyama
yapildi ve tekrar kurutuldu. Sonrasinda orneklere immersiyon yagi damlatildi ve
mikroskopta 100’lUk objektifte inceleme sonrasinda hicre morfolojileri saptanarak

fotograflari ¢ekildi.

3.4.2. Koloni morfolojisinin incelenmesi

Yeni izole maya Candida tropicalis ve Yarrowia susglarinin koloni morfolojilerinin
incelenmesi amaciyla petri plaklarina YM Agar besiyerleri hazirlandi. Her maya
ornegi tek koloni ekim yéntemiyle YM Agar besiyerlerine ekildi ve 30°C’de 72 saat
inkiibasyona birakildi. inkiilbasyon sonrasi olusan tek koloniler koloni

mikroskobunda incelenerek koloni morfolojileri saptandi ve fotograflari ¢ekildi.

3.4.3. Mayalarin biyokimyasal testleri
3.4.3.1. Katalaz aktivitesinin tayini

Mayalarin katalitik aktivitesini incelemek amaci ile SDB besiyeri hazirlandi ve
121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika steril edildi. Hazirlanan besiyerlerine
oze ile ekim yapildi ve 48 saat 30°C’de inkilbasyona birakildi. inkiibasyon
sonrasinda bir test tiptine 1 ml %3’lUk hidrojen peroksit ve Uzerine de 1 ml sivi
kultar eklenerek meydana gelen hava kabarciklarina goére katalitik aktivite

yorumlandi.

3.4.3.2. Nitrati nitrite indirgeme o6zelligi

Mayalarin nitrat rediksiyonunu incelemek amaciyla nitratli buyyon besiyeri
hazirlandi. Besiyeri igerigi litrede 3 g et 6zutu, 10 g pepton, 1 g potasyum nitrat
(KNO3) olarak hazirlandi. Hazirlanan besiyeri tiplere 10’ar ml icerecek sekilde
paylastirildi ve her tupe gaz olusumunu incelemek amaci ile Durham tupleri
yerlestirildi ve 121°C'de 1,5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi.
Sterilizasyon sonrasi yatik maya kultirlerinden 6ze ile sivi besiyerlerine ayri ayri

asilama yapildi. 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakild.
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Mayanin metabolizmasi sonucu ortamda nitrit varhgini incelemek amaciyla
sulfanilik asit gozeltisi ve a-Naftilamin ¢dzeltileri hazirlandi. inkiibasyon sonrasinda
kultir ortamina oncelikle 1 ml sulfanilik asit ¢dzeltisi damlatildi. Ardindan 1 ml o-

Naftilamin ¢dzeltisi eklenerek renk olusumuna gore sonug alindi.

3.4.3.3. Amilolitik aktivite tayini

Amilolitik aktivite tayini igin Petri kaplarina nisastali kati besiyeri hazirlandi.

Besiyeri icerigi litrede 3 g et 6zutu, 5 g pepton, 15 g agar ve 1 g nisastadir. Yatik
maya kiiltiirlerinden petrilere ayri ayri ekim yapildi. 48 saat 30°C’de inkiibe edildi

ve Ureme sonrasinda ortama lugol ayiraci eklendi ve sonuca gore yorumlandi.

3.4.3.4. Ureaz tayini
Mayalarin Ureaz aktivitesinin incelenmesi amaciyla uUreli besiyeri hazirlandi. 1 g

pepton, 1 g glukoz, 5 g NaCl, 2 g K;HPOy4, 0,012 g fenol kirmizisi ve 20 g agar
900 ml distile su iginde ¢ozdiiriildi. 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika
sterilize edildi. 29 g tre 100 ml distile su iginde eritilerek milipor filtreden gegirilerek
sterilize edildi ve 900 ml icerige eklendi. Ureli besiyerinden 10’ar ml iceren iki tip
hazirlandi. Yatik stok kulturlerinden alinan mayalar tuplere agilandi ve 30°C'de 48
saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda indikatér madde olan fenol

kirmizisindaki renk degisimine gbre sonug¢ yorumlandi.

3.5. Mayalarin Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

3.5.1. Uretim ortami

Lipaz Uretim ortami olarak Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan dnerilen besiyeri
ortami g/L’de 12 NaH,PO, , 2 KH,PO, , 0,3 MgS04.7H,0 , 0,25 CaCl, , 0,005
FeS04.7H,0 , 0,015 MnSO4.7H,0 , 0,03 ZnSO4.7H,O ve 1 pepton olacak
sekilde hazirlandi. Besiyerinin pH’s1 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde
100 ml Uretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm
basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicaki§ 65°C’nin altina
dustugunde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi riviera ilave
edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y.
lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kultirlerinden steril pipet ile 1 ml
asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm dongiisel calkalama hizinda

gerceklestirildi.
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3.5.2. Asilama ve kiulturasyon

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis sivi stok kultarleri 150 ml'lik erlenmeyerlerde 50 ml Uretim
ortami olacak bicimde hazirlandi. Besiyeri ortami olarak Sabouraud Dekstroz
Broth (SDB) besiyeri secildi. Daha oOnce kati yatik stok olarak hazirlanan
mayalardan sivi stok ortamlarina ekim yapildi ve 30°C’de 150 rpm déngiisel

calkalama hizinda 48 saat inkube edildi.

Bu maya kdlturlerinden daha sonra lipaz uretimi arastirilacak olan Uretim
besiyerine 1 ml asilama yapilacagindan esit miktarda ekilmesi amaciyla sivi stok

kultdrlerinde hicre sayimi gergeklestirildi.

3.5.3. Ureme egrileri

Mayalarda Ureme egrilerinin tespiti icin lipaz Uretim besiyerleri hazirlandi, pH’si
4,5’e ayarlanarak 250 ml'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde
dagitildi ve 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika steril edildi. Sivi Yarrowia
lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida
tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkibasyon
30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 1-10 giin arali§inda gergeklestirildi.
Uretim sonrasinda drneklerin optik yogunluklari spektrofotometrik olarak 6lgiildii
ve lreme ortamlari Whatman no:1 fitre kagidindan siiziilerek 30°C’de 48 saat
kurutma sonrasinda biyokutle agirliklari saptandi. Elde edilen veriler grafiklenerek

ureme egrisi saptandi.

3.5.4. Hiicre sayimi

Sivi stok kultar igin 150 ml’lik erlenmeyerlerde 50 ml Uretim ortami icerecek sekilde
SDB besiyerleri hazirlandi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika
sterilize edildi. Daha sonra yatikk PDA kiltirlerinden Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis ile
asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 48
saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda her bir sivi mikroorganizma stok

kiltdrinde hdcre sayimi yapildi.
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Bu amacla petride kati PDA’lar hazirlandi. Oncesinde seri sulandirnm yapmak
amaciyla her tupte 9 ml serum fizyolojik (%0,9 NaCl) iceren ortam hazirlandi ve
tipler 121°C'de 1,5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi. Her
mikroorganizma igin ayri olmak Uzere Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica
IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril
pipet ile ilk tliplere 1’er ml ekildikten sonra 10® oraninda seyreltme yapildi.
Seyreltilen son tuplerden 1’er ml alinarak petride hazirlanmig PDA besiyerlerine
yayma yontemiyle ekildi ve statik etlivde 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.
inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler sayilarak ana stok kiiltirlerdeki hiicre

sayilari tespit edildi.

3.5.5. Uretim ortami sicakhiginin iiremeye etkisi

Uretim ortami sicakliginin mikrobiyal (remeye etkisini arastirmak igin
Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan Onerilen lipaz Uretim ortami hazirlandi.
Besiyerinin pH’s1 4,5'e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml Gretim
ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi. Otoklav sicakh§ 65°C’nin altina distiiginde her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi riviera ilave edildi. Daha sonra
sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Sugu
ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve
inkiibasyon 10 — 40°C araliginda 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda ornekler Whatman no:1 kagidindan siiziildd,
30°C’de 48 saat kurutulan ornekler tartilarak kuru agirliklari hesaplandi. Elde

edilen veriler grafiklendi.

3.5.6. Uretim ortami pH’sinin iiremeye etkisi

Uretim ortami pH’sinin uremeye etkisini incelemek i¢in Hatzinikolaou ve ark, 1996,
tarafindan onerilen lipaz Uretim ortami hazirlandi. Besiyerinin pH’s1 3 - 9 araliginda
ayarlanarak 250 ml'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami igerecek sekilde
dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basin¢ altinda 15 dakika sterilize edildi,
otoklav sicakhigi 65°C'nin altina diistigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi
olarak %1 zeytinyagi riviera ilave edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok

kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkibasyon 3 - 9 pH
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araliginda 150 rpm ddéngisel calkalama hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim
sonrasinda Ornekler Whatman no:1 kagidindan siziildi, 30°C'de 48 saat
kurutulan oOrneklerden mayalarin kuru agirigi olguldd. Elde edilen veriler

grafiklendi.

3.5.7. Uretim ortami havalandirma hizinin iiremeye etkisi

Uretim ortami aerasyon “havalandirma” hizinin Gremeye etkisini incelemek igin
lipaz uretim ortami hazirlandi. Besiyerinin pH’si 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml Gretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda
121°C’de 1,5 atm basin¢ altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakhg
65°C’nin altina diistiigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyagi
riviera ilave edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica
IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kultirlerinden steril
pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 100 — 250 rpm araliginda
déngusel galkalama hizinda 72 saatte gergeklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler
Whatman no:1 kagidindan siiziildii, 30°C’de 48 saat kurutulan drneklerin kuru

agirhigi hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi.

3.5.8. Karbon kaynaklarinin tiremeye etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin lipaz Uretimine ve UuUremeye etkisini arastirmak
amaclyla hazirlanan lipaz Uretim besiyerinin pH’'si 4,5’'e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami igerecek sekilde dagitildi ve otoklavda
110°C’de 1 atm basing altinda 25 dakika sterilize edildi.

Oncelikle karbon kaynagi olarak farkli yaglarin lipaz lretimine ve lremeye etkisi
arastirildi. Bu nedenle lipaz Uretim besiyerinin sterilizasyonu sonrasinda otoklav
sicakligi 65°C’nin altina distigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1
zeytinyagi riviera, %1 zeytinyagdi sizma, %1 aygicek yagi, %1 misir yagi, %1 soya
yagl ve %1 kanola yagi ilave edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok
kiiltirlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150
rom déngisel calkalama hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda
ornekler Whatman no:1 kagidindan siiziildii, 30°C'de 48 saat kurutulan

orneklerden mayalarin kuru agirhgi hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi.
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Karbon kaynagi olarak sekerlerin lipaz uretimine etkisini arastirmak amaciyla
tekrar lipaz Uretim ortami hazirlandi ve besiyerinin pH’si 4,5’e ayarlanarak 250
ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 glukoz, %1 galaktoz, %1 fruktoz
(monosakkaritler) ve %1 laktoz, %1 maltoz ve %1 sukroz (disakkaritler) ilave
edildi. Besiyerleri otoklavda 110°C’de 1 atm basing altinda 25 dakika sterilize
edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y.
lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er mi
asllama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 72
saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler Whatman no:1 kagidindan
sliziildii, 30°C’de 48 saat kurutulan érneklerde mayalarin kuru agirligi hesaplandi.

Elde edilen veriler grafiklendi.

Daha sonra %1 zeytin yadina ilave olarak sekerlerin Gremeye etkisi arastirildi.
Lipaz dretim besiyeri hazirlanarak pH'st 4,5e ayarlanarak 250 ml'lik
erlenmeyerlerde 100 ml dretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve her bir
besiyerine karbon kaynagdi olarak %1 glukoz, %1 galaktoz, %1 fruktoz, %1 laktoz,
%1 maltoz ve %1 sukroz ilave edildi. Besiyerleri otoklavda 110°C’de 1 atm basing
altinda 25 dakika sterilize edildi, otoklav sicakhgi 65°C’nin altina dustugunde her
bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyagd: riviera ilave edildi. Sivi
Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve
inkiibasyon 30°C’de 150 rpm ddngiisel calkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman no:1 kagidindan siizildd,
30°C’de 48 saat kurutulan érneklerden mayalarin kuru agirhigi hesaplandi. Elde

edilen veriler grafiklendi.

3.5.9. Azot kaynaginin uremeye etkisi

Azot kaynaklarinin Uremeye etkisinin tespiti amaciyla 250 ml’lik erlenmeyerlerde
100 ml dretim ortami icerecek sekilde hazirlanan lipaz Uretim besiyerlerine %1
proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya ozutu, %1 kazein, %1 ure, %1
amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1 amonyum nitrat ve %1 amonyum
karbonat eklendi ve pH’lari 4,5'a ayarlanarak 110°C’de 1 atm basing altinda 25

dakika sterilize edildi. Besiyerlerinin sicakligi 65°C’nin altina diistigiinde her bir
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besiyerine %1 riviera zeytin yagd: eklendi. Her bir besiyerine énceden hazirlanmis
sivi stok kulturleri olan Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195, Yerli Susu ve
Candida tropicalis susundan 1’er ml asilanarak 30°C’de 150 rpm hizda 72 saat
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda besiyerleri Whatman no:1 kagidindan
siizlilerek slpernatanlari elde edildi. 30°C’de 48 saat kurutulan &rneklerden

mayalarin kuru agirligi dl¢uldu. Elde edilen degerler grafiklendi.

Ayrica karbon kaynagi olarak besiyerine konulan %1’lik riviera zeytin yagi
olmaksizin sadece azot kaynaklarinin lipaz Uretimine ve Uremeye etkisi arastirildi.
250 ml'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde hazirlanan lipaz
uretim besiyerlerine %1 proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya 6zutl, %1
kazein, %1 Ure, %1 amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1 amonyum nitrat ve
%1 amonyum karbonat eklendi ve pH’lari 4,5'a ayarlanarak 110°C’de 1 atm basing
altinda 25 dakika sterilize edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO
1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet
ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama
hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda dérnekler Whatman no:1
kagidindan siizildii, 30°C’de 48 saat kurutulan drneklerden mayalarin kuru agirhigi

hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi.

3.5.10. Cesitli Atik ve Artiklarin Uremeye Etkisi

Cesitli atik ve artiklarin Uremeye etkisinin tespiti amaciyla 250 mllik
erlenmeyerlerde 100 ml dretim ortami icerecek sekilde hazirlanan lipaz Uretim
besiyerlerine ayri ayri %1 zeytin kara suyu, %1 zeytin kispesi, %1 melas, ve %1
kizartma yagi, ayrica lipaz Uretimini artirdigi belirtilen %1 gaz yag! (kerosene) ve
%1 dekstrin de eklendi. Ayrica bir diger besiyerlerine (kizartma yagdi ve gaz yagi
hari¢) bu atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yagi eklendi ve pH’lari 4,5’e
ayarlanarak 110°C’de 1 atm basin¢ altinda 25 dakika sterilize edildi. Her bir
besiyerine dnceden hazirlanmis sivi stok kultlrleri olan Yarrowia lipolytica NBRC
1658, IFO 1195, Yerli Susu ve Candida tropicalis susundan 1’er ml asilanarak
30°C’de 150 rpm hizda 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda besiyerleri
Whatman no:1 kagidindan suzulerek sUpernatanlari elde edildi. StUpernatanlar
kullanilarak enzim sentez tayini yapildi. 30°C’de 48 saat kurutulan érneklerden

mayalarin kuru agirhgi ol¢tlda. Elde edilen degerler grafiklendi.
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3.6. Lipaz Uretim Optimizasyonu
Topraktan yeni izole edilen maya kulturu olan Candida tropicalis ve Yarrowia
lipolytica kulturlerinin lipaz Uretim optimizasyonlari arastirildi. Sicaklik, pH ve lipaz

uretim kosullari optimize edilerek sonuglar dederlendirildi.

3.6.1. Lipaz liretim ortami

Lipaz Uretim ortami olarak Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan Onerilen besiyeri
ortami kullanildi. igerigi g/L’'de 12 NaH,PO, , 2 KH,PO, , 0,3 MgS0,4.7H,0 , 0,25
CaCl, , 0,005 FeS0O4.7H,0 , 0,015 MnS0O4.7H,0 , 0,03 ZnSO4.7H,0 ve 1 pepton
olan besiyerinin pH’siI 4,5’e ayarlanarak 250 ml’'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim
ortami igerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi, otoklav sicakligi 65°C’nin altina distiigiinde her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi riviera ilave edildi. Daha sonra
sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1 ml asilama yapildi ve

inkiibasyon 30°C’de 150 rpm dongusel ¢alkalama hizinda gergeklestirildi.

3.6.2. Asilama ve kiiltirasyon

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis sivi stok kultarleri 150 ml’lik erlenmeyerlerde 50 ml Uretim
ortami olacak bigcimde hazirlandi. Besiyeri ortami olarak Sabouraud Dekstroz
Broth besiyeri secildi. Daha once kati yatik stok olarak hazirlanan mayalardan sivi
stok ortamlarina ekim yapildi ve 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 48

saat inkube edildi.

Sivi stok maya kultlrlerinden daha sonra lipaz Uretimi arastirilacak olan lipaz
uretim besiyerine 1’'ml agilama yapilacagindan sivi stok kulturlerinde hicre sayimi

gerceklestirildi.

3.6.3. Lipaz aktivite tayini
Kaltar ortaminin filtrati enzim kaynagi olarak kullanilan lipaz aktivite tayini yontemi
4 basamakta gercgeklestirildi (Sugihara ve ark., 1991) ve sonuglar hesaplanarak

grafiklendi.
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3.6.4. Enzim lokalizasyonunun saptanmasi

Lipaz enziminin hucre-igi ve hucre-digi 6zelligi arastirildi. Bu amagla 250 ml'lik
erlenmeyerde 100 ml lipaz Uretim besiyeri hazirlandi. 121°C’de 1,5 atm basing
altinda 15 dakika sterilize edildi. Stok kiiltirden 1 ml asilama yapilarak 30°C’de
150 rpm dongusel hizda 48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda kiiltirlerden
10’ar ml alinarak 7200 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Mayalarin biyokutleleri ve
supernatanlar ayri ayri elde edildi. Mayalar 0,1M pH 7,0 fosfat tamponu ile 3 kez
yikandi ve ayni tampon iginde slUspanse edildi. Maya sUspansiyonu, ultrasonik
hicre parcgalayicisinin standart ucuyla 90 kc hizda 40 dakika muamele edilerek
hicreler pargalandi. Santrifiigasyon ile hicre pargalarindan arindirilarak Ustteki

sivida hucre igi enzim aktivitesi arastirildi.

Daha 6nce yapilan santrifigasyon sonrasinda elde edilen stipernatanda hicredisi

enzim aktivitesi saptanarak karsilastirma yapildi. Sonuglar grafiklendi.

3.6.5. Uretim ortami sicakliginin lipaz sentezine etkisi

Lipaz sentezinin Uretim ortami sicakliginda belirlenmesi igin lipaz Uretim ortami
hazirlandi. Besiyerinin pH ‘s1 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 mi
uretim ortam icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm. basing
altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakli§i 65°C’nin altina diistiigiinde her
bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyaqi riviera ilave edildi. Daha sonra
sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml agilama yapildi ve
inkiibasyon 10 — 40°C araliginda 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman no:1 kagidindan siizildd,

elde edilen stzlntllerde lipaz aktivitesi arastirildi ve elde edilen veriler grafiklendi.

3.6.6. Uretim ortami pH’sinin lipaz sentezine etkisi

Uretim ortami pH’sinin lipaz sentezine etkisini arastirmak amaciyla lipaz Uretim
ortami hazirlandi. Besiyerinin pH'si 3 — 9 araliginda ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml Gretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda
121°C'de 1,5 atm basin¢ altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakhg
65°C’nin altina diistiigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyagi

riviera ilave edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica
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IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril
pipet ile 1’er ml agilama yapildi ve inkibasyon 3 — 9 pH araliginda 150 rpm
déngiisel ¢alkalama hizinda 72 saatte gergeklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler
Whatman no:1 kagidindan sizuldl, elde edilen suzuntllerde lipaz aktivitesi

arastirildi ve elde edilen veriler grafiklendi.

3.6.7. Uretim ortami aerasyon hizinin lipaz sentezine etkisi

Uretim ortami havalandirma hizinin lipaz sentezine etkisini incelemek igin lipaz
uretim ortami hazirlandi. Besiyerinin pH’si 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami igerecek sekilde dagitildi ve otoklavda
121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakhgi
65°C’nin altina diistiigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyagi
riviera ilave edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica
IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril
pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 100 — 250 rpm arali§inda
déngusel ¢alkalama hizinda 72 saatte gergeklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler
Whatman no:1 kagidindan sizuldl, elde edilen suzuntllerde lipaz aktivitesi

arastirildi. Elde edilen veriler grafiklendi.

3.6.8. Karbon kaynaginin lipaz sentezine etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin lipaz Uretimine ve uremeye etkisini arastirmak
amaclyla hazirlanan lipaz uretim besiyerinin pH’si 4,5’'e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml dretim ortami igerecek sekilde dagitildi ve otoklavda
121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika sterilize edildi.

Oncelikle karbon kaynagi olarak farkli yaglarin lipaz Uretimine ve remeye etkisi
arastirildi. Bu nedenle lipaz Uretim besiyerinin sterilizasyonu sonrasinda otoklav
sicakhgl 65°C’nin altina diistigiinde her bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1
zeytinyagi riviera, %1 zeytinyagdi sizma, %1 aycicek yadi, %1 misir yagi, %1 soya
yagi ve %1 kanola yagi ilave edildi. Cizelge 3.1."de bu yaglarin bir takim 6zellikleri
verilmektedir. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO
1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kultUrlerinden steril pipet
ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama

hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler Whatman no:1
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kagidindan suzuldl, suzuntllerde lipaz aktivitesi arastirildi. Elde edilen veriler

grafiklendi.

Cizelge 3.1. Sivi yaglarin 6zellikleri (100 g’da gram olarak).

Doymamis Yag Trans
Yaglar Tekli Kl Dog;r]ug Yag Protein | Karbonhidrat
© Goklu 9 | Asitleri
ZeytinYagl | qq 5 | q5¢ o i i ]
Riviera
éeytln Yagi 10* 1.5¢ 2.5* ] ] ]
Izma
Aygigek 87-91 9-13 . . .
Yagi
Misir Yagi 85,5 14,5 - - -
Soya Yagi 23 62 15 - - -
Kanola Yagi 62 27 11 - - -

*14 gramda, - yok

Karbon kaynagi olarak sekerlerin lipaz uretimine etkisini arastirmak amaciyla
tekrar lipaz Uretim ortami hazirlandi ve besiyerinin pH’si 4,5’e ayarlanarak 250
ml'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 glukoz, %1 galaktoz, %1 fruktoz, %1 laktoz,
%1 maltoz ve %1 sukroz ilave edildi. Besiyerleri otoklavda 110°C’de 1 atm basing
altinda 25 dakika sterilize edildi. Daha sonra sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658,
Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok
kiiltirlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150
rom déngisel calkalama hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda
ornekler Whatman no:1 suzuntulerde

kagidindan suzlldu, lipaz aktivitesi

arastirildi. Elde edilen veriler grafiklendi.

Daha sonra %1 zeytin yagina ilave olarak sekerlerin lipaz Uretimine etkisi

arastinldi. Lipaz Uretim besiyerinin pH’'st 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik
erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 glukoz, %1 galaktoz, %1 fruktoz, %1 laktoz,
%1 maltoz ve %1 sukroz ilave edildi. Besiyerleri otoklavda 110°C’de 1 atm basing

altinda 25 dakika sterilize edildi, otoklav sicakli§i 65°C’nin altina diistigiinde her
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bir besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi riviera ilave edildi. sivi
Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve
inklibasyon 30°C’de 150 rpm dongisel calkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda ornekler Whatman no:1 kagidindan siiziildd,

suzuntulerde lipaz aktivitesi aragtirildi. Elde edilen veriler grafiklendi.

3.6.9. Azot kaynaginin lipaz sentezine etkisi

Azot kaynaklarinin lipaz Uretimine ve mikrobiyal GUremeye etkisinin tespiti amaciyla
250 ml'lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim ortami icerecek sekilde hazirlanan lipaz
uretim besiyerlerine %1 proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya 6zutl, %1
kazein, %1 Ure, %1 amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1 amonyum nitrat ve
%1 amonyum karbonat eklendi ve pH’lari 4,5’a ayarlanarak 110°C’de 1atm basing
altinda 15 dakika sterilize edildi. Besiyerlerinin sicakigi 65°C’nin altina
dustugunde her bir besiyerine %1 riviera zeytin yagi eklendi. Her bir besiyerine
onceden hazirlanmig sivi stok kultarleri olan Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO
1195, Yerli Susu ve Candida tropicalis susundan 1’er ml asilanarak 30°C’de 150
rom hizda 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda besiyerleri Whatman no:1
kagidindan suzulerek supernatanlari elde edildi. Stpernatanlar kullanilarak enzim

aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerler grafiklendi.

Ayrica karbon kaynagi olarak besiyerine konulan %1’lik riviera zeytin yagi
olmaksizin sadece azot kaynaklarinin lipaz Uretimine ve Uremeye etkisi arastirildi.
250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml dretim ortami igerecek sekilde hazirlanan lipaz
uretim besiyerlerine %1 proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya 6ziutl, %1
kazein, %1 Ure, %1 amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1 amonyum nitrat ve
%1 amonyum karbonat eklendi ve pH’lar1 4,5’a ayarlanarak 110°C’de 1 atm basing
altinda 15 dakika sterilize edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO
1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kultlrlerinden steril pipet
ile 1’er ml asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm déngiisel calkalama
hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda &rnekler Whatman no:1
kagidindan suzuldl, stpernatanlar kullanilarak enzim aktivite tayini yapildi. Elde

edilen veriler grafiklendi.
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3.6.10. Cesitli atik ve artiklarin lipaz Uretimine etkisi

Cesitli atik ve artiklarin lipaz Uretimine etkisinin tespiti amaciyla 250 mllik
erlenmeyerlerde 100 ml dretim ortami icerecek sekilde hazirlanan lipaz UGretim
besiyerlerine ayri ayri %1 zeytin kara suyu, %1 zeytin kispesi, %1 melas, ve %1
kizartma yagi, ayrica lipaz Uretimini artirdigi belirtilen %1 gaz yagi (kerosene) ve
%1 dekstrin de eklendi. Ayrica bir diger besiyerlerine (kizartma yagi ve gaz yagi
hari¢) bu atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yagi eklendi ve pH’lari 4,5’a
ayarlanarak 110°C’de 1 atm basin¢ altinda 15 dakika sterilize edildi. Her bir
besiyerine dnceden hazirlanmis sivi stok kultlrleri olan Yarrowia lipolytica NBRC
1658, IFO 1195, Yerli Susu ve Candida tropicalis susundan 1’er ml asilanarak
30°C’de 150 rpm hizda 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda besiyerleri
Whatman no:1 kagidindan suzulerek sUpernatanlari elde edildi. StUpernatanlar
kullanilarak enzim sentez tayini yapildi. 30°C’de 48 saat kurutulan érneklerden

mayalarin kuru agirhgi ol¢ulda. Elde edilen degerler grafiklendi.

3.7. Lipazin Enzimolojik Ozellikleri

3.7.1. Substrat konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesini incelemek amaci ile 250 mllik
erlenmeyer siselerde 100 ml lipaz Uretim ortamlari hazirlandi ve besiyerlerinin
pH’sI 4,5’e ayarlandi. 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika steril edildi.
Besiyerlerinin sicakligi 65°C’nin altina distigiinde her bir besiyerine %1 riviera
zeytin yagi eklendi. Her bir besiyerine dnceden hazirlanmis sivi stok kulturleri olan
Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195, Yerli Susu ve Candida tropicalis
susundan 1'er ml asilanarak 30°C’de 150 rpm hizda 72 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda kdiltiir ortami Whatman no:1 filtre kagidindan siizilerek
hidcresel kisim uzaklastirildi ve sUpernatan elde edildi. Enzim sentez tayininde
substrat olarak kullanilan riviera tipi zeytin yaginin %0,5-5,0 ml arasinda degigsen
yogunluklari sabit miktardaki enzimle reaksiyona sokularak aktivitelerine bakildi.
Sonuglar grafige gegirilerek substrat doymusluk egrisi ¢izildi ve yorumlandi (Horton
ve ark., 1993).
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3.7.2. Tepkime ortami sicakhginin lipaz aktivitesine etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesini incelemek amaci ile 250 mllik
erlenmeyer siselerde 100 ml lipaz Uretim ortamlari hazirlandi ve besiyerlerinin
pH’'si 4,5e ayarlandi. 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15 dakika steril edildi.
Besiyerlerinin sicakligi 65°C’nin altina distigiinde her bir besiyerine %1 riviera
zeytin yagi eklendi. Her bir besiyerine dnceden hazirlanmig sivi stok kulturleri olan
Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195, Yerli Susu ve Candida tropicalis
susundan 1'er ml asilanarak 30°C’de 150 rpm hizda 72 saat inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda kdiltiir ortami Whatman no:1 filtre kagidindan siizilerek
hacresel kisim uzaklagtirildi ve supernatan elde edildi. Elde edilen
supernatanlarda enzim aktivitesi arastirildi. Enzim aktivitesinin ilk asamasinda 1
ml substrat olan riviera zeytin yagi ile 1 ml enzim &rnegi olarak kullanilan
slipernatan 10 - 70°C sicaklik araliginda ayri ayri inkiibasyona birakildi. Enzim
aktivitesinin diger asamalari aynen tekrarlandi. Tepkime ortami sicakliginin lipaz

aktivitesine etkisi saptanarak grafiklendi.

3.8. Lipaz Enziminin Kismi Saflastiriimasi

3.8.1. Kaba enzim ekstresinin hazirlanmasi

Kaba enzim ekstresi elde etmek amaci ile 250 ml’lik erlenmeyer siselerde 100 ml
lipaz Uretim ortamlari hazirlandi ve pH’lari 4,5'e ayarlandi. 121°C’de 1,5 atm
basing altinda 15 dakika steril edildi. Besiyerlerinin sicakligi 65°C’nin altina
distigunde besiyerine %1 riviera zeytin yagdi eklendi ve optimizasyon sonucunda
en yuksek aktivite gosteren Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susundan 1 ml
asilanarak 30°C’de 150 rpm hizda 72 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
kaltdr ortami Whatman no:1 filtre kagidindan slzuilerek hlcresel kisim
uzaklastirildi ve slUpernatan elde edildi. Hicresiz ortam saflastirma isleminde

kullanildi. Saflastirma islemleri +4°C’de yapildi.

3.8.2. Amonyum siilfat ile ¢oktiirme

Kaba enzim ekstresinin hazirlanmasindan sonra saflastirma islemlerinden ilki olan
amonyum sulfat ile ¢oktirme islemi gergeklestirildi (Litwack, 1960, Rifaat ve ark.,
2010). Enzim ekstresinden 100 ml alinarak 500 ml’lik beherglass’a konuldu.
Sonrasinda Uzerine %40 yogdunluk olusturacak sekilde (NH4)2SO4 eklendi ve
+25°C’de 24 saat muamele edildi. Sonrasinda 10800 rpm’'de 15 dakika santrifiij
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yapildi. Olusan cokelti ve sUpernatan birbirinden ayrildi. Cékelti 50mM pH 5,6
fosfat tamponunda ¢o6zildu. Supernatan ise %60 amonyum sulfat yogunlugu icin
kullanildi. Bu iglemler %80 yodunluga kadar tekrar edildi ve her ¢okelti tamponda
¢ozlildli. Daha sonra bu c¢okeltilerde enzim aktivite, total protein miktarlar
hesaplandi ve total 6zgul aktivite ve saflastirma katsayilari saptandi. Ayni iglemler
kaba enzim ekstresi i¢in de gergeklestirildi. En ylUksek saflastirma oranina sahip
olan diyaliz islemi i¢in ayrildi.

3.8.3. Diyaliz

Saflastirma isleminde diyaliz islemi uygulandi (Bailey, 1967; Chrzanowska, 2001;
Kim ve ark., 2001). En yuksek yogunluk oranina sahip ortam sellloz diyaliz
tiiplerine konarak 0,05 M (pH: 7,0) fosfat tamponuna karsi +4°C’de 24 saat diyaliz
edildi. Diyaliz 6ncesi kaba enzim ekstresinin ve diyaliz sonrasi ortamin enzim
aktiviteleri ve toplam protein miktarlari saptandi. Spesifik aktiviteleri ve saflastirma

katsayilari hesaplanarak yorumlandi.

Spesifik aktivite hesaplamalarinda 6ncelikle sUpernatanlardaki toplam protein
miktarlari hesaplandi. Toplam protein miktarlari hem kaba enzim hem de diyaliz
sonrasi elde edilen supernatanlarda hesaplandi. Spesifik aktivite, proteaz

aktivitesinin toplam protein miktarina bolinmesi ile saptandi.

3.8.4. Total protein miktarinin hesaplanmasi

Santrifigasyon sonrasinda elde edilen supernatandaki protein miktari hesaplandi.
Enzim orneklerindeki protein miktari Lowry metodu (Lowry ve ark., 1951) ile
spektrofotometrik olarak tayin edildi. Protein tayinlerinde Dana Serum Albumin ile

hazirlanan standart protein egrisi kullanildi.

0,1 mg’'dan baglayarak 1 mg’a kadar 0,1 araliklar ile dana serum albumin 1’er mi
distile suda ¢6zduruldi. Koér olarak dana serum albumin icermeyen 1 ml distile su
kullanildi. Protein tayininde Lowry yontemi kullanildi. 1 ml érnede 4 ml Lowry C
eklendi. 10 dakika sonra 0,5 ml Folin ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika inkibasyona
birakildi. Sure sonunda 550 nm’de koére karsi okuma yapilarak degerler grafige

gegcirildi.
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3.9. immobilizasyon

Amonyum sulfat ¢goktirme ve diyaliz yontemiyle saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi,
kaba enzim ekstresi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu ayri ayri Na-alginat,
k-Karrageenan ve agar-agara tutuklandi. Saflastiriimig lipaz enzimi ekstresi olarak,
saflastirima asamalarindan diyaliz sonrasi kalan 6 ml enzim 6rnegi 50mM pH 5,6
fosfat tamponu ile 1:3 oraninda seyreltildi ve tutuklama galismalarinda kullanildi.
Kaba enzim ekstresi, Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun lipaz dretim
ortaminda Uretimi sonrasinda biyokutlenin Whatman no:1 kagidindan suzulmesiyle
elde edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu ise lipaz Uretim besiyeri ortaminda

72 saat Uretildikten sonra tutuklama ¢alismalarinda kullanildi.

3.9.1. Sodyum alginata tutuklama ¢aligmalari

Amonyum sulfat ¢oktirme ve diyaliz yontemiyle saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi,
kaba enzim ekstresi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu Na-alginata
tutuklandi. Saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi, kaba enzim ekstresi ve Yarrowia
lipolytica NBRC 1658 susundan 5’er ml alinarak otoklavda steril edilmis olan 10 mli
%Z2’lik sodyum alginat ile ayri ayri karisgtirildi. Sonra karisim %2’lik 100 ml steril
CaCl;, icine pipet yardimiyla damlatilarak 3-4 mm c¢apli boncuklar elde edildi.
Boncuklarin bulundugu ortam manyetik karigtiricida devamli bir saat kadar
karigtinldi. Daha sonra hazirlanan boncuklar %1’lik CaCl, i¢ine alindi ve bir gece
+4°C buzdolabinda saklandi. 24 saat sonra boncuklar steril distile su ile iki kez
yikandi. Sodyum alginat boncuklarindan 20 adet alinarak 4,5 ml asetat tamponu,
0,5 ml CaCly, 1 ml riviera zeytin yag ortaminda 30°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasinda ortamdan boncuklar uzaklastirildi ve kalan ¢ozeltide lipaz

aktivite tayini yapildi. Sonuglar grafiklendi.

3.9.2. k-Karrageenana tutuklama galigmalari

Amonyum sulfat ¢goktirme ve diyaliz yontemiyle saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi,
kaba enzim ekstresi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu daha énce 121°C’de
1 atm basing altinda 15 dakika sterilize edilmis %4 (w/w) konsantrasyonda distile
suda hazirlanan 10 ml k-Karrageenan solusyonu ile ayri ayri karistirildi. Bu
karisim 0,3 M potasyum klorur (KCI) icine damlatildi ve 3-4 mm buyuklaginde
parcalar elde edildi. Bu pargalar steril distile su ile iki kez yikandi ve 20 adet

alinarak 4,5 ml asetat tamponu, 0,5 ml CaCl,, 1 ml riviera zeytin yagi ortaminda
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30°C’de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda ortamdan pargaciklar

uzaklastirildi ve kalan ¢Ozeltide lipaz aktivite tayini yapildi. Sonuglar grafiklendi.

3.9.3. Agara tutuklama g¢aligsmalari

Bunun i¢in Bacteriological Agar-Agar (Merck) kullanildi. Agar % 3 konsantrasyon
olacak sekilde distile suda sterilize edilerek hazirlandi ve amonyum sulfat
¢coktirme ve diyaliz yontemiyle saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi, kaba enzim
ekstresi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu ile ayri ayri karigtirilarak petri
kabina dokuldid. Donduktan sonra 4 mm c¢apli steril pipet ucuyla pargalar halinde
kesildi ve bu parcalar steril %2’lik CaCl; igine atildi ve bir gece bekletildi. Pargalar
steril distile su ile iki kez yikandi ve agar pargalarindan 20 adet alinarak 4,5 ml
asetat tamponu, 0,5 ml CaCl,, 1 ml riviera zeytin yagi ortaminda 30°C’de 30
dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda ortamdan boncuklar uzaklastirildi ve

kalan ¢ozeltide lipaz aktivite tayini yapildi. Sonugclar grafiklendi.
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4. SONUGCLAR

4.1. Mikroorganizmalarin izolasyonu

Tarsus Boltag Zeytinyadi imalathanesinden alinan toprak érneginden maya izole
etmek igin calismalar yapildi. Bir maya érnegi saflastirilarak +4°C’de buzdolabinda

saklandi.

Sonug olarak Mersin ili Tarsus ilgesi Boltas Zeytinyadi Iimalathanesi atik
topragindan izole edilen yeni maya susunun sirasiyla Genomik DNA izolasyon,
PCR, PCR temizleme, Dizi analizi ve Filogenetik analizi RefGen Gen Arastirmalari
ve Biyoteknoloji Ltd. $ti.’ne yaptirilarak tanimlandi. Analiz sonucunda yeni izole

edilen maya 6rneg@i Candida tropicalis olarak tanimlandi (Sekil 4.1.).

92 | omek

| Candida tropicalis TL0301
I Candida tropicalis ZA001
| Candida tropicalis WM 233

—
0.0005

Sekil 4.1. Yeni izole edilen maya susunun filogenetik analizi.

4.2. Mikroorganizmalarda Lipolitik Aktivite Tayini

4.2.1. Tributirinli Agar besiyeriyle lipolitik aktivite tayini

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195 ve Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis susunda lipolitik aktivite tespiti amaciyla Tributirinli Agar
besiyerlerine ekilen &rneklerin sonuglari alindi. Lipaz pozitif ise besiyerinde
tributirinin pargalanmasina bagl olarak berraklik olusmakta negatif ise herhangi bir
degisim gozlenmemektedir. Lipolitik aktivitenin degerlendiriimesinde berraklik
derinligi 1. gunden sonra olguldi ve 3. gune kadar devam edildi. Yarrowia
lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195 ve Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida

tropicalis susunda lipolitik aktivitenin varligi saptandi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Tributirin Agarli besiyerinde gune bagli lipaz aktivitesi.

4.3. Mikroorganizmalarda Lipaz Aktivite Tayini

Mikroorganizmalarda lipaz aktivite tayininde titrasyon yontemi kullanildi. Kualtur
ortami filtratinin enzim kaynagi olarak kullanildigi lipaz aktivite tayininde degerler
formllde yerine konularak lipaz aktivite miktari saptandi. 1 Unite lipaz aktivitesi

uygun kosullar altinda 1 ymol yag asidini agiga ¢ikaran aktivite olarak tanimlandi.

4.4. Maya Suslarinin Ozellikleri

4.4.1. Hiicre morfolojisinin incelenmesi

Yarrowia suslarinin mikroskobik incelemesinde psddohif olusturduklari gézlendi,
ancak Candida tropicalis susunda psodohif gorulmedi. Tipik maya hucresel yapisi
saptandi. Ozellikle YM agarda Ureyen Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun
mikroskobik goéruntlisinde gergcek hif ve askospor keseleri goruntilendi (Sekil
4.3.). Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda ise tipik maya hicreleri baskin olsa da
psodohifler gozlendi (Sekil 4.4.). Yarrowia lipolytica Yerli susunda yine hif yapilar
ve askospor keseleri ve bu keselerden bir tanesinin icinde 3 adet askospor tespit
edildi (Sekil 4.5.). Candida tropicalis susunda herhangi bir hifsel yapiya
rastlanmadi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.3. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun mikroskop goéruntileri
(YM Agar) - [mikroskop 100x , fotograf makinesi 3x optik ve 3,4x digital zoom],
oklar muhtemel askospor keselerini gostermektedir. © Ozglr Kebabcl.




. B _ ) Py -
Sekil 4.4. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunun mikroskop goruntusu

(@) YM Agarda ve b) YM Broth) - [mikroskop 100x , fotograf makinesi 3x optik ve
3,4x digital zoom]. © Ozgur Kebabci.

Sekil 4.5. Yarrowia lipolytica Yerli Sugsunun mikroskop goéruntusu

(YM Broth) - [mikroskop 100x , fotograf makinesi 3x optik ve 3,4x digital zoom].
Kirmizi ok muhtemel askospor kesesini ve icinde 3 adet askosporu
go6stermektedir. © Ozgiir Kebabcl.
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Sekil 4.6. Candida tropicalis susunun mikroskop gérﬂntUsG
(YM Broth ) - [mikroskop 100x , fotograf makinesi 3x optik ve 3,4x digital zoom]. ©
Ozgur Kebabci.

4.4.2. Koloni morfolojisinin incelenmesi

Candida tropicalis ve Yarrowia suslarinin koloni morfolojilerinin incelenmesi
amaciyla petri plaklarina YM Agar besiyerleri hazirlandi. Her maya ornegi tek
koloni ekim ydntemiyle YM Agar besiyerlerine ekildi ve 30°C'de 72 saat
inkiibasyona birakildi. inkiilbasyon sonrasi olusan tek koloniler koloni

mikroskobunda incelenerek koloni morfolojileri saptandi (Sekil 4.7.).

Yarrowia suglarinda 6zellikle de NBRC 1658 susunda R tipi koloniler gézlendi
(Sekil 4.7., a). Yarrowia lipolytica IFO 1195 ve Yerli Susunda ise yer yer R tipi
kolonilerin olustugu saptandi (Sekil 4.7., b ve c). Candida tropicalis susunda ise S
tipi koloniler gorulda (Sekil 4.7. d).
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susunun YM Agarda tek koloni Gretimi ve koloni morfolojisi




d) Candida tropicalis susunun YM Agarda tek koloni Uretimi ve‘kok_)ni morfolojsi

Sekil 4.7. YM Agar'da Uretilen mayalarin koloni morfolojileri.
© Ozgur Kebabcl.

4.4.3. Maya suslarinin biyokimyasal testleri

4.4.3.1. Katalaz aktivitesinin tayini

Maya suslari Sabouraud Dekstroz Broth besiyerinde 150 rpm dongusel hizda
30°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra 1 ml %3'liik hidrojen peroksit ile katalitik
aktiviteleri arastirildi. Tum maya suslarinin katalaz aktivitesine sahip oldugu
saptandi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Yarrowia suglari ve Candia tropicalis susunun katalaz aktivitesi

Yarrowia Yarrowia Yarrowia Candida
lipolytica lipolytica IFO lipolytica Yerli tropicalis
NBRC 1658 1195 Susu
Katalaz + + + +

(+ olumlu, - olumsuz)

4.4.3.2. Nitrati nitrite doniistiirme o6zelligi

Mayalarin metabolizmasi sonucu ortamda nitrit varligini incelemek amaciyla
sulfanilik asit gozeltisi ve a-Naftilamin gdzeltileri hazirlandi. inkiibasyon sonrasinda
kaltar ortamina oncelikle 1 ml sulfanilik asit ¢ozeltisi damlatildi. Ardindan 1 ml a-
Naftilamin ¢ozeltisi eklenerek renk olusumuna goére sonug alindi. Sonugta tim

maya suslarinin nitrati redikte edemedigi saptandi (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Yarrowia susglari ve Candia tropicalis susunun nitrat reduksiyon tayini.

Yarrowia
lipolytica
NBRC 1658

Yarrowia
lipolytica IFO
1195

Yarrowia
lipolytica Yerli
Susu

Candida
tropicalis

Nitrat
Reduksiyonu

4.4.3.3. Amilolitik aktivite tayini

Amilolitik aktivite tayini i¢in petri kaplarina nigastali kati besiyerlerinde ayri ayri 48

saat 30°C’de inkiibe edilen maya suslarina ireme sonrasinda ortama liigol ayiraci
eklendi ve sonuca gore yorumlandi. TUm maya suslarinda nisasta hidrolizi negatif

olarak saptandi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Yarrowia suglari ve Candia tropicalis susunun nigasta hidrolizi.

Yarrowia
lipolytica
NBRC 1658

Yarrowia
lipolytica IFO
1195

Yarrowia
lipolytica Yerli
Susu

Candida
tropicalis

Nisasta
Hidrolizi

(+ olumlu, - olumsuz)

4.4.3.4. Ureaz tayini
Mayalarin Ureaz aktivitesinin incelenmesi amaciyla ureli besiyerine ekimi yapilan

orneklerin 30°C’de 48 saat inkiibasyonu sonrasinda indikatér madde olan fenol
kirmizisindaki renk degisimine gore sonug¢ yorumlandi. Yarrowia lipolytica NBRC
1658, IFO 1195 ve Yerli Susu ile Candida tropicalis suslarinda Ureaz aktivitesinin

pozitif oldugu saptandi. (Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Yarrowia suslari ve Candia tropicalis susunun Ureaz tayini.

Yarrowia Yarrowia Yarrowia Candida
lipolytica lipolytica IFO lipolytica Yerli tropicalis
NBRC 1658 1195 Susu p
Ureaz + + + +

(+ olumlu, - olumsuz)
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4.5. Mayalarin Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

4.5.1. Uretim ortami

Lipaz Uretim ortami olarak Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan dnerilen besiyeri
hazirlandi. Besiyerinin pH’si 4,5’e ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml
{iretim ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing
altinda 15 dakika sterilize edildi, otoklav sicakhgi 65°C’nin altina dustugunde her
bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 riviera zeytinyagi ilave edildi.
Daha sonra sivi Yarrowia lipolytca NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y.
lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis stok kultirlerinden steril pipet ile 1 ml
asilama yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 150 rpm dongiisel calkalama hizinda

gerceklestirildi.

4.5.2. Asilama ve kiltlirasyon

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis sivi stok kulturleri 150 ml’lik erlenmeyerlerde 50 ml Gretim
ortami olacak bigimde hazirlandi. Besiyeri ortami olarak Sabouraud Dekstroz
Broth (SDB) besiyeri secildi.

4.5.3. Ureme egrisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis kultirlerinde 1-10 gin araliginda gerceklestirildi. Uretim
sonrasinda spektrofotometrede érneklerin optik dansiteleri hesaplandi ve 6rnekler
Whatman no:1 kagidindan siiziildii, 30°C’de 48 saat kurutulan o6rneklerde

mayalarin kuru agirhgi saptanarak tim suglarin reme egrileri saptandi.

Tam suslarin Greme egrisi grafijinde 2. giune kadar log fazi saptandi. Yarrowia
lipolytica NBRC 1658 susunda 2. - 9. gune kadar Uremenin duragan oldugu, 10.
gunde olum fazina girdigi saptandi. Y. lipolytica IFO 1195 susunda 2. gunden 8.
glne kadar durgunluk fazi ve 9. — 10. glnlerde ise 6lum fazi saptandi. Y. lipolytica
Yerli Susunda 2 - 9. gunlerde durgunluk fazi ve 10. glinde 6lum fazi tespit edildi.
Candida tropicalis susunda yine 1. gunden sonra durgunluk fazina giren mayanin

8. gunden sonra ise 6lum fazinda girdigi tespit edildi (Sekil 4.8.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun Ureme edrisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunun treme egrisi.

Sekil 4.8. Candida tropicalis ve Yarrowia suslarinin ireme egrileri.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nun Ureme egrisi.
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d) Candida tropicalis sugunun Ureme egrisi.

Sekil 4.8. Devami... Candida tropicalis ve Yarrowia suslarinin Greme egrileri.
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4.5.4. Hucre sayimi

Seyreltimi yapilan tUm maya suglarindan 1’er ml alinarak petride hazirlanmig PDA
besiyerlerine yayma yontemiyle ekildi ve statik etiivde 30°C’'de 48 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda olusan koloniler sayilarak ana stok

kaltdrlerdeki hicre sayilari tespit edildi (Cizelge 4.5.).

Cizelge 4.5. Sivi stok kulturlerdeki hucre sayilari

Mayalar Hiicre sayilari/ 1 ml
Yarrowia lipolytica NBRC 1658 1,01 x 10°
Yarrowia lipolytica IFO 1195 1,92 x 10"
Yarrowia lipolytica Yerli Susu 5,32 x 10"
Candiia tropicalis 8,50 x 10°

Lipaz Uretim besiyerlerine esit miktarda ekim yapilabilmesi i¢in Yarrowia lipolytica
IFO 1195 susu 2x10™" | Yarrowia lipolytica Yerli Susu 5x10™ ve yeni izole maya

susu ise 1/8 oraninda steril d.su ile seyreltilerek kullanildi.

4.5.5. Uretim ortami sicakliginin iiremeye etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candia tropicalis kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapildi ve
ink(ibasyon ayri ayri 10 - 40°C araliginda 150 rpm déngiisel calkalama hizinda 72
saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler Whatman no:1 kagidindan
sliziildii, 30°C’de 48 saat kurutulan érneklerde mayalarin kuru agirhigi saptandi
(Sekil 4.9.).

Sonug¢ olarak en fazla dreme Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda 0,85
g/100ml, IFO 1195 susunda 0,9 g/100ml, Yerli Susunda 0,82 g/100ml ve Candida
tropicalis susunda 0,72 g/100ml olarak 30°C’'de gdzlendi. Ancak psikrofilik
mikroorganizmalar olarak bilinen Yarrowia suslarinin 10 ve 20°C’lerde de iyi

iiredigi bununla birlikte 40°C’de tiremenin 30°C’ye oranla azaldigi saptandi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda uretim ortami sicakhiginin Gremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda Uretim ortami sicakliginin dremeye etkisi.

Sekil 4.9. Uretim ortami sicakliginin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda Uretim ortami sicakhiginin Gremeye etkisi.

Sekil 4.9. Devami... Uretim ortami sicakhinin Gremeye etkisi.
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4.5.6. Uretim ortami pH’sinin liremeye etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kultlrlerinden steril pipet ile 1’er ml agilama yapilarak
inkiibasyon 3 - 9 pH araliginda 150 rpm doéngusel ¢alkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda ornekler Whatman no:1 kagidindan siizildd,
30°C’de 48 saat kurutulan Whatman no:1 kagitlarindan ise mayalarin kuru agirhig
arastirildi. Elde edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.10.).

Uretim ortaminin pH’sinin tiremeye etkisi incelendiginde Yarrowia lipolytica NBRC
1658 susunda en yuksek Ureme 0,81 g/100ml olarak pH 8’'de saptandi. Yarrowia
lipolytica NBRC 1658 susunda pH 3 - 6 araliginda daha az Greme gergeklesirken
pH 6’den sonra Uremenin arttigi tespit edildi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda
pH 7 — 9 araliginda yuksek Ureme goézlenirken pH 3 — 6 araliginda ise nispeten
daha az ureme goOzlendi. En yuksek uremeye bu susta pH 8 ve 9da rastlandi.
Yarrowia lipolytica Yerli Sugsunda en yuksek Ureme pH 7’de saptandi. Yarrowia
lipolytica Yerli Susunda pH 3 — 6 aralidinda Uremenin pH artisina bagh olarak
arttig1 tespit edildi, pH 8'de yine ciddi bir Greme gbézlenirken pH 9'da Gremenin
azaldigi tespit edildi. Candida tropicalis susunda ise Yarrowia suglarindan farkli
olarak asidik pH’larda ciddi Ureme gozlendi. Optimum pH araligi 4 — 6 olarak

saptandi ve pH 7 - 9 araliginda ise uremenin azaldigi tespit edildi (Sekil 4.10.).
Yarrowia suslarinin asidik ortamlarda daha fazla Uredigi bilinen diger fungal

suslara gore notral ve bazik pH’larda daha iyi Uredigi tespit edildi. Candida

tropicalis susunda ise asidik pH’larda daha fazla Greme gozlendi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda Uretim ortami pH’sinin Gremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda uUretim ortami pH’sinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.10. Uretim ortami pH’sinin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda Uretim ortami pH’sinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.10. Devami... Uretim ortami pH’sinin tiremeye etkisi.
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4.5.7. Uretim ortami havalandirma hizinin iiremeye etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica IFO 1195 | Y. lipolytica NBRC 1658 , Y. lipolytica Yerli
Susu ve Candida tropicalis stok kulturlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama
yapildi ve inkiibasyon 30°C’de 100 - 250 rpm araliginda dongiisel calkalama
hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler Whatman no:1
kagidindan siizildii, 30°C'de 48 saat kurutulan 6rneklerin kuru agirliklari

hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.11.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Yarrowia lipolytica Yerli Susu ve Candida
tropicalis susunda 100 - 250 rpm dongusel gcalkalama hizinda iyi treme gozlendi.
Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda ise 100 - 200 rpm dongusel galkalama
hizinda Ureme kismen az olsa da en yuksek ureme 250 rpm’de saptandi (Sekil
4.11.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda Uretim ortami havalandirma hizinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.11. Uretim ortami aerasyon hizinin GUremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda Uretim ortami havalandirma hizinin Gremeye etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda tretim ortami havalandirma hizinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.11. Devami... Uretim ortami aerasyon hizinin remeye etkisi.

77




0,92 0.0
0,9 - 0,85 0,88
0,8 -
= 0,7 -
CE’ 0,6
S
@ 0,5 -
Qo 04 -
£
2 03
)
0,2
0,1 -
0
100 150 200 250

Ddéngusel Calkalama Hizi (rpm)
O Candida tropicalis

d) Candida tropicalis sugunda Uretim ortami havalandirma hizinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.11. Devami... Uretim ortami aerasyon hizinin Gremeye etkisi.

4.5.8. Karbon kaynaginin uiremeye etkisi
Farkli karbon kaynaklarinin lipaz Uretimine ve Uuremeye etkisini arastirmak

amacilyla farkli karbon kaynaklari iceren lipaz Uretim besiyeri hazirlandi.

Oncelikle karbon kaynagi olarak farkli yaglarin lipaz lretimine ve lremeye etkisi
arastirildi. Her bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 riviera zeytinyagi,
%1 sizma zeytinyagdi, %1 aygicek yagi, %1 misir yagi, %1 soya yagi ve %1 kanola
yag! ilave edildi. Daha sonra Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO
1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis Uretimi sonrasinda Ornekler
Whatman no:1 kagidindan suzuldd, 30°C’de 48 saat kurutulan orneklerin kuru
agirhiklari hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi. En ylksek Ureme Yarrowia
lipolytica NBRC 1658 susunda sizma zeytin yagr (0,73 g/100ml) ve aygicek
yaginda (0,73 g/100ml), Y. lipolytica IFO 1195 susunda misir yaginda (0,69
g/100ml), Y. lipolytica Yerli Susunda riviera zeytin yaginda (0,67 g/100ml) ve
Candida tropicalis sugunda aygicek yaginda (0,72 g/100ml) saptandi (Sekil 4.12.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli yaglarin Gremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkl yaglarin dremeye etkisi.

Sekil 4.12. Farkli yaglarin dremeye etkisi.
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c¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda farkli yaglarin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli yaglarin iremeye etkisi.
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Sekil 4.12. Devami... Farkli yaglarin Gremeye etkisi.
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Daha sonra karbon kaynagi olarak sekerlerin lipaz Uretimine etkisi arastirildi ve
her bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 glukoz, %1 galaktoz, %1
fruktoz, %1 laktoz, %1 maltoz ve %1 sukroz ilave edildi. Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis ‘in
{iretimi sonrasinda 6rnekler Whatman no:1 kagidindan siiziildii. 30°C’'de 48 saat
kurutulan Orneklerin kuru agirliklari hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi
(Sekil 4.13.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek treme 0,51 g/100ml olarak
sukroz disakkaritinin varliginda saptanirken maltoz ve glukoz varliginda da iyi
ureme gozlendi, ancak laktoz igceren ortamda Uremenin ¢ok azaldigi tespit edildi.
Y. lipolytica IFO 1195 susunda galaktoz bulunan ortamda en yuksek tGreme 0,43
g/100ml olarak saptandi, glukoz, fruktoz, maltoz ve sukroz iceren ortamlarda da iyi
ureme gozlendi ancak laktozlu ortamda Uremenin oldukga azaldigi belirlendi. Y.
lipolytica Yerli Susunda yine laktoz igceren ortamda Ureme gobzlenmezken en
yuksek uUreme 0,63 g/100ml olarak sukroz iceren ortamda saptandi. Candida
tropicalis susunda ise Yarrowia suglarinda oldugu gibi laktoz igeren ortamin
uremeye etki etmedigi saptandi. En yuksek Ureme degerine 0,48 g/100ml olrak
glukoz igceren ortamda tespit edildi. Maltoz iceren ortamda da diger sekerlere gore

uremenin arttig1 saptandi (Sekil 4.13.).
Karbon kaynagi olarak farkli yaglar ve sekerlerin Gremeye etkisi karsilastirildiginda

yag iceren ortamlarda seker iceren ortamlara gore ¢ok daha fazla Gremenin

gerceklestigi tespit edildi. Sekerlerin Uremeye ¢ok da etki etmedigi saptandi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli sekerlerin Gremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkl sekerlerin Gremeye etkisi.

Sekil 4.13. Farkli mono ve disakkaritlerin Gremeye etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda farkli sekerlerin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli sekerlerin GUremeye etkisi.

Sekil 4.13. Devami... Farkli mono ve disakkaritlerin Gremeye etkisi.
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Son olarak da karbon kaynagi olarak seker ve riviera zeytin yagi ayni lipaz Gretim
ortamina eklenerek Uremeye etkisi arastirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler
Whatman no:1 kagidindan siiziildli, 30°C’de 48 saat kurutulan drneklerin kuru

agirliklar hesaplandi. Elde edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.14.).

Uretim ortamina farkli sekerlere ilave olarak riviera zeytin yagi ilave edildiginde,
zeytin yaginin etkisiyle Gremenin arttigr saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658
susunda en ylUksek ureme oncelikle 1,19 g/100ml olarak fruktoz ve zeytin yagi
iceren ortamda, sonrasinda 1,07 g/100ml olarak glukoz ve zeytin yagi iceren
ortamda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 sugsunda en yuksek galaktoz ve
zeytin yagi iceren ortamda 1,05 g/100ml, sonrasinda laktoz, maltoz ve zeytin yagi
iceren ortamda 0,96 g/100ml ve fruktoz ve zeytin yagi igceren ortamda 0,95
g/100ml olarak saptandi. Yarrowia lipolytica Yerli susunda en yuksek galaktoz ve
zeytin yagQi igeren ortamda 1,18 g/100ml, sonrasinda glukoz, maltoz ve zeytin yagi
iceren ortamda 1,08 g/100ml ve sukroz ve zeytin yagi igceren ortamda 1,06
g/100ml olarak saptandi. Son olarak da Candida tropicalis susunda 1,38 g/100mi
olarak maltoz ve zeytin yagi iceren ortamda en yuksek Ureme degeri saptandi.
Sonrasinda galaktoz ve zeytin yagi igeren ortamda 1,30 g/100ml olarak Ureme
degeri tespit edildi (Sekil 4.14.).

Sekerlerin tek basina lUremeyi ¢cok fazla arttirmadi tespit edildiginden ortama ilave

edilen %1 oranindaki zeytin yaginin Uremeyi tek basina karbon kaynagi olarak

ilave edilen yaglardan daha fazla Gremeyi artirdigi tespit edildi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkh sekerlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin

Uremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkh sekerlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin

Uremeye etkisi.

Sekil 4.14. Farkli mono ve disakkaritlere ilave olarak %1 riviera zeytinyaginin
uremeye etKkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nda farkli sekerlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin tremeye

etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli sekerlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin tremeye etkisi.

Sekil 4.14. Devami...
zeytinyaginin dremeye etKkisi.

Farkli

mono ve disakkaritlere

ilave olarak %1 riviera
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4.5.9. Azot kaynaginin iremeye etkisi

Azot kaynaklarinin lipaz uretimine ve mikrobiyal Gremeye etkisi arastirildi. Lipaz
uretim besiyerlerine ayri ayri %1 proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya
0zutl, %1 kazein, %1 Ure, %1 amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1
amonyum nitrat ve %1 amonyum karbonat eklendi ve Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Sugsu ve Candida tropicalis
suslarinin Uretimi sonrasinda kultarler Whatman no:1 kagidindan suzuilerek
slipernatanlari elde edildi. 30°C ‘de 48 saat kurutulan Whatman no:1 kagitlarindan

mayalarin kuru agirhgi hesaplandi. Elde edilen degerler grafiklendi (Sekil 4.15.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek ureme 0,56 g/100ml, Y.
lipolytica IFO 1195 susunda 0,62 g/100ml, Y. lipolytica Yerli Susunda 0,55 g/100mi
ve Candida tropicalis susunda 0,62 g/100ml olarak kazein igceren ortamlarda
saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en dusuk treme 0,20 g/100mi
olarak pepton ve 0,29 g/100ml olarak Ureli ortamlarda, Yarrowia lipolytica |IFO
1195 susunda 0,29 g/100ml olarak ureli ortamlarda, Y. lipolytica Yerli Susunda
0,28 g/100ml olarak ureli ortamlarda ve Candida tropicalis susunda 0,28 g/100mi
olarak ureli ortamlarda tespit edildi (Sekil 4.15.).

Ayrica yukarida bahsedilen azot kaynaklarini iceren ortamlara %1 riviera zeytin

yagi ilave edilerek Uremeye etkisi arastirildi (Sekil 4.16.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek ureme 1,55 g/100ml, Y.
lipolytica IFO 1195 susunda 1,60 g/100ml, Y. lipolytica Yerli Susunda 1,66 g/100ml
ve Candida tropicalis susunda 1,44 g/100ml olarak kazein igceren ortamlarda
saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en dusuk treme 0,81 g/100mi
olarak amonyum nitrat ve 0,82 g/100ml olarak amonyum oksalat iceren
ortamlarda, Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda 0,73 g/100ml olarak amonyum
sulfatli ortamlarda, Y. lipolytica Yerli Susunda 0,96 g/100ml olarak amonyum
oksalat ve 0,97 g/100ml olarak amonyum nitratli ortamlarda ve Candida tropicalis
susunda 0,68 g/100ml olarak amonyum oksalatli ortamlarda tespit edildi (Sekil
4.16.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli azot kaynaklarinin Gremeye etkisi.
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| Yarrowia lipolytica IFO 1195

b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkl azot kaynaklarinin iremeye etkisi.

Sekil 4.15. Farkli azot kaynaklarinin dremeye etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda farkli azot kaynaklarinin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli azot kaynaklarinin Gremeye etkisi.

Sekil 4.15. Devami...Farkli azot kaynaklarinin Gremeye etkisi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin iremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin iremeye etkisi.

Sekil 4.16. Azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin tremeye etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susunda farkh azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin tremeye etkisi.

Sekil 4.16. Devami... Azot kaynaklari ve riviera zeytin yaginin tremeye etkisi.
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4.5.10. Cesitli atik-artiklar ve lipaz uretimini artiran birtakim maddelerin
uremeye etkisi

Cesitli atik ve artiklarin lipaz uretimine ve mikrobiyal Uremeye etkisinin tespiti
amaciyla lipaz Uretim besiyerlerine ayri ayrn %1 zeytin kara suyu, %1 zeytin
kispesi, %1 melas, ve %1 kizartma yagi, ayrica lipaz Uretimini artirdidi belirtilen
%1 gaz yagi (kerosene) ve %1 dekstrin de eklendi. Ayrica bir diger besiyerlerine
(kizartma yagi ve gaz yagi hari¢) bu atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin
yadl eklendi. inkiibasyon sonrasinda kultirler Whatman no:1 kagidindan
stiziilerek 30°C’de 48 saat kurutuldu. Elde edilen degerler grafiklendi (Sekil 4.17.)
ve (Sekil 4.18.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek mikrobiyal Ureme kizartma
yagi igceren ortamda (0,73 g/100ml), sonrasinda ise melas (0,69 g/100ml) ve gaz
yagi (0,64 g/100ml) iceren ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195
susunda en yuksek mikrobiyal ureme kizartma yagi igeren ortamda (0,71
g/100ml), sonrasinda ise melas (0,64 g/100ml) ve dekstrin (0,63 g/100ml) iceren
ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica Yerli Susunda en yuksek mikrobiyal
ureme kizartma yagi iceren ortamda (0,83 g/100ml), sonrasinda ise melas (0,72
g/100ml) ve dekstrin (0,67 g/100ml) iceren ortamlarda saptandi. Candida tropicalis
susunda en yuksek mikrobiyal Ureme melas iceren ortamda (0,73 g/100ml),
sonrasinda ise zeytin kuspesi (0,69 g/100ml) ve dekstrin (0,60 g/100ml) iceren
ortamlarda saptandi (Sekil 4.17.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en dusuk mikrobiyal Ureme zeytin
karasuyu iceren ortamda (0,42 g/100ml), sonrasinda ise dekstrin (0,45 g/100ml)
iceren ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda en dusiUk
mikrobiyal ireme zeytin karasuyu igeren ortamda (0,42 g/100ml) iceren ortamlarda
saptandi. Yarrowia lipolytica Yerli Susunda en dusuk mikrobiyal Ureme zeytin
karasuyu iceren ortamda (0,42 g/100ml) iceren ortamlarda saptandi. Candida
tropicalis susunda en dusuk mikrobiyal tGreme zeytin karasuyu (0,44 g/100ml)

iceren ortamlarda saptandi (Sekil 4.17.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda gesitli atik ve artiklarin Gremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda cesitli atik ve artiklarin Gremeye efkisi.

Sekil 4.17. Cesitli atik ve artiklarin Gremeye etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu'nda gesitli atik ve artiklarin Gremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis sugunda gesitli atik ve artiklarin iremeye etkisi.

Sekil 4.17. Devami... Cesitli atik ve artiklarin iremeye etkisi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda cesitli atik ve artiklara ilave edilen %1’lik riviera zeytin
yaginin Uremeye etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda cgesitli atik ve artiklara ilave edilen %1’lik riviera zeytin
yaginin Uremeye etkisi.

Sekil 4.18. Cesitli atik ve artiklara ilave olarak %1’lik zeytin yagi rivieranin
uremeye etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda cesitli atik ve artiklara ilave edilen %1’lik riviera zeytin yaginin
uremeye etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda gesitli atik ve artiklara ilave edilen %7’lik riviera zeytin yaginin
uremeye etkisi.

Sekil 4.18. Devami... Cesitli atik ve artiklara ilave olarak %1’lik zeytin yagi
rivieranin uremeye etkisi.
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Zeytin karasuyu, zeytin kuspesi, dekstrin ve melas iceren ortamlara ilave olarak
%1 riviera zeytin yagi iceren ortamlarda ilave edilen zeytin yaginin Uremeyi
artirdig1 tespit edildi. En ylksek uremelere Yarrowia lipolytica NBRC 1658
susunda zeytin kiispesi ve dekstrin igeren ortamlarda (0,85 g/100ml), Y. lipolytica
IFO 1195 susunda dekstrin (1,03 g/100ml), Y. lipolytica Yerli Susunda zeytin
kuspesi (1,24 g/100ml) ve Candida tropicalis sugsunda dekstrin (1,02 g/100ml)
iceren ortamlarda saptandi (Sekil 4.18.).

4.6. Lipaz Uretim Optimizasyonu
Topraktan izole edilen maya kultiri Candida tropicalis ve Yarrowia lipolytica
kultarlerinin lipaz aktivitesi optimizasyonlari arastirildi. Sicaklik, pH ve lipaz dretim

kosullari optimize edilerek sonuglar degerlendirildi.

4.6.1. Lipaz uretim ortami

Lipaz dretim ortami olarak Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan Onerilen
besiyerinin pH’s1 4,5’ ayarlanarak 250 ml’lik erlenmeyerlerde 100 ml Uretim
ortami icerecek sekilde dagitildi ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basing altinda 15
dakika sterilize edildi, otoklav sicakhgi 65°C’nin altina distigiinde her bir
besiyerine karbon kaynagi olarak %1 zeytinyadi riviera ilave edildi. Daha sonra
sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kulttrlerinden steril pipet ile ayri ayri 1’er ml asilama
yapildi ve inkilbasyon 30°C'de 150 rpm déngiisel calkalama hizinda

gerceklestirildi.

4.6.2. Asilama ve kulturasyon

Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve
Candida tropicalis sivi stok kulturleri 150 ml'lik erlenmeyerlerde 50 ml Gretim
ortami olacak bigcimde hazirlandi. Besiyeri ortami olarak Sabouraud Dekstroz
Broth besiyeri secildi. Daha once kati yatik stok olarak hazirlanan mayalardan sivi
stok ortamlarina ekim yapildi ve 30°C’de 150 rpm ddngiisel calkalama hizinda 48
saat inkube edildi. Sivi stok maya kultirlerinden daha sonra lipaz uretimi
arastirilacak olan Uretim besiyerine 1 ml asilama yapilacagindan sivi stok

kulturlerinde hucre sayimi gergeklestirildi.
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4.6.3. Lipaz sentez tayini

Mikroorganizmalarda lipaz aktivite tayininde titrasyon yontemi kullanildi. Kualtar
ortami filtratinin enzim kaynagi olarak kullanildigi lipaz aktivite tayininde degerler
formllde yerine konularak lipaz aktivite miktari saptandi. 1 Unite lipaz aktivitesi

uygun kosullar altinda 1 ymol yag asidini agiga ¢ikaran aktivite olarak tanimlandi.

4.6.4. Enzim lokalizasyonunun saptanmasi

Lipaz enziminin hicre-i¢i ve hucre-digi 6zelligi arastirildi. Yarrowia lipolytica NBRC
1658 susunda hugre disi lipaz aktivitesi 5,67 U/ml iken hticre ici enzim aktivitesi
3,5 U/ml olarak saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda higre disi lipaz
aktivitesi 5,33 U/ml iken huicre igi enzim aktivitesi 3,5 U/ml, Yarrowia lipolytica Yerli
Susunda hugre digi lipaz aktivitesi 6,00 U/ml iken hucre i¢i enzim aktivitesi 3,87
U/ml, olarak saptandi. Yeni izole edilen maya olan Candida tropicalis susunda ise
hicre digi lipaz aktivitesi 5,00 U/ml iken hicre igi lipaz aktivitesi 3,00 U/ml olarak
tespit edildi. Sonug¢ olarak tum maya suslarinda enzim aktivitesinin hicre diginda
daha yuksek oldugu saptandi (Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Maya suglarinin hicre digi ve hucre igi lipaz aktivitesi.
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4.6.5. Uretim ortami sicakhiginin lipaz aktivitesine etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candia tropicalis kultlrlerinden lipaz Uretim ortamina steril pipet ile 1’er ml
asllama yapildi ve inkiibasyon ayri ayri 10 - 40°C araliginda 150 rpm déngisel
calkalama hizinda 72 saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman
no:1 kagidindan suzuildu, elde edilen suzuntulerde lipaz aktivitesi arastirildi ve
elde edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.20.).

Sonug olarak en yuksek lipaz aktivitesi Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda
4,83 U/ml, IFO 1195 susunda 5,5 U/ml, Yerli Susunda 5,0 U/ml ve Candida
tropicalis susunda 4,5 U/ml olarak 30°C’de gozlendi. Ancak psikrofilik
mikroorganizmalar olarak bilinen Yarrowia suslarinda 20 ve 40 °C’lerde de
30°C’dekine yakin lipaz aktivitesi saptandi (Sekil 4.20.).

5 | 4,83

3,5 3,5
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Lipaz Aktivitesi (U/ml)
w

10 20 30 40
Sicaklik (°C)

O Yarrowia lipolytica NBRC 1658

a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda Uretim ortami sicakhdinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.20. Uretim ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda Uretim ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susunda Uretim ortami sicakhiginin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.20. Devami... Uretim ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis sugunda Uretim ortami sicakhdinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.20. Devami... Uretim ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.

4.6.6. Uretim ortami pH’sinin lipaz sentezine etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kultlrlerinden steril pipet ile 1’er ml asilama yapilarak
inkibasyon 3 - 9 pH araliginda 150 rpm dongusel calkalama hizinda 72 saatte
gerceklestirildi. Uretim sonrasinda érnekler Whatman no:1 kagidindan siizildd,
elde edilen suzuntulerde lipaz aktivitesi tayin edilerek elde edilen veriler grafiklendi
(Sekil 4.21.).

Uretim ortaminin pH’sinin Gremeye etkisi incelendiginde Yarrowia lipolytica NBRC
1658 susunda en ylUksek aktivite 5,0 — 6,0 U/ml olarak pH 4-5 araliginda saptandi.
Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda pH 3 - 6 araliginda lipaz aktivitesinin
yuksek oldugu ancak pH 7’den itibaren ciddi oranda azaldigi tespit edildi. Yarrowia
lipolytica IFO 1195 susunda en yuksek aktivite 5,33 — 5,83 U/ml olarak pH 4-5
araliginda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda pH 3 - 7 araliginda lipaz
aktivitesinin yuksek oldugu ancak pH 8'den itibaren oldukg¢a azaldigi tespit edildi.

Yarrowia lipolytica Yerli Susunda pH 3 - 5 aralijinda lipaz aktivitesinin yiksek
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oldugu, pH 6 ve 7’de duragan oldugu (4,33 U/ml) ancak pH 8'den itibaren azaldigi
gOzlendi. Candida tropicalis susunda ise pH 3 - 6 araliginda lipaz aktivitesinin

yuksek oldugu, ancak pH 7°den itibaren yari yariya azaldigi gézlendi (Sekil 4.21.).

7,
— 67
E
D 9
7]

S 44
=
£ 3
<
o
2 2
-
1,
0

—a&— Yarrowia lipolytica NBRC 1658

a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.21. Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nda Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis sugunda Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.21. Devami... Uretim ortami pH’sinin lipaz aktivitesine etkisi.
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4.6.7. Uretim ortami havalandirma hizinin lipaz aktivitesine etkisi

Sivi Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu
ve Candida tropicalis stok kultlrlerinden steril pipet ile 1’er ml agilama yapildi ve
ink(ibasyon 30°C’de 100 - 250 rpm araliginda déngisel calkalama hizinda 72
saatte gerceklestirildi. Uretim sonrasinda 6rnekler Whatman no:1 kagidindan
suzuldl, suziuntulerde lipaz aktivitesi arastirildi. Elde edilen veriler grafiklendi
(Sekil 4.22.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek lipaz aktivitesi 200 rpm’de
(6,17 U/ml), Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda en ylksek lipaz aktivitesi 200
rom’de (5,50 U/ml), Yarrowia lipolytica Yerli Susunda en yuksek lipaz aktivitesi
150 ve 200 rpm’de (5,33 U/ml) ve Candida tropicalis susunda en yuksek lipaz
aktivitesi 100 rpm’de (6,00 U/ml) saptandi (Sekil 4.22.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda havalandirma hizinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.22. Uretim ortami aerasyon hizinin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda havalandirma hizinin lipaz aktivitesine etkisi.
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c¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu'nda havalandirma hizinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.22. Devami... Uretim ortami aerasyon hizinin lipaz aktivitesine etkisi.

105




5 - 4,67
4,17

Lipaz Aktivitesi (U/ml)
w

100 150 200 250

Ddnglsel Calkalama Hizi (rpm)

O Candida tropicalis

d) Candida tropicalis susunda havalandirma hizinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.22. Devami... Uretim ortami aerasyon hizinin lipaz aktivitesine etkisi.

4.6.8. Karbon kaynaginin lipaz aktivitesine etkisi
Farkh karbon kaynaklarinin lipaz Uretimine ve uUremeye etkisini arastirmak

amacilyla farkli karbon kaynaklari iceren lipaz Uretim besiyeri hazirlandi.

Oncelikle karbon kaynagi olarak farkl yaglarin lipaz Gretimine ve Uremeye etkisi
arastirildi. Her bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 riviera zeytinyagi,
%1 sizma zeytinyagi, %1 aygicek yagi, %1 misir yagdi, %1 soya yagi ve %1 kanola
yadi ilave edildi. Daha sonra Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO
1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis Uretimi sonrasinda ornekler
Whatman no:1 kagidindan suzildu, stzuntulerde lipaz aktivite tayini yapildi. Elde
edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.23.).

En yUksek aktivite Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda kanola yaginda (6,0
U/ml) ve sizma zeytin yaginda (5,5 U/ml), Y. lipolytica IFO 1195 susunda soya
yaginda (7,33 U/ml) ve aycicek yaginda (6,0 U/ml), Y. lipolytica Yerli Susunda

sizma zeytin yagi, misir yagi, soya yagi ve kanola yaginda (5,17 U/ml) ve Candida
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tropicalis susunda soya yaginda (5,33 U/ml) ve riviera zeytin yadi, aycicek yagi ve
kanola yaginda (5,17 U/ml) saptandi (Sekil 4.23.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.23. Farkli yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda farkli yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkh yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.23. Devami... Farkli yaglarin lipaz aktivitesine etkisi.
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Daha sonra karbon kaynagi olarak sekerlerin lipaz Uretimine etkisi arastirildi ve
her bir besiyerine karbon kaynagi olarak ayri ayri %1 glukoz, %1 galaktoz, %1
fruktoz, %1 laktoz, %1 maltoz ve %1 sukroz ilave edildi. Yarrowia lipolytica NBRC
1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y. lipolytica Yerli Susu ve Candida tropicalis’in Gretimi
sonrasinda ornekler Whatman no:1 kagidindan suzuldu, suzuantulerde lipaz aktivite

tayini yapildi. Elde edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.24.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek lipaz aktivitesine 6,17 U/mi
olarak glukoz varliginda saptanirken galaktoz varliginda da iyi aktivite (5,33 U/ml)
go6zlendi. Y. lipolytica IFO 1195 susunda glukoz ve sukroz bulunan ortamda en
yuksek lipaz aktivitesi 4,83 U/ml olarak saptandi, galaktoz ve maltoz iceren
ortamlarda da aktivitenin yuksek oldugu saptandi. Y. lipolytica Yerli Susunda ise
laktoz iceren ortamda en yuksek aktivite 5,17 U/ml olarak saptandi. Laktoz iceren
ortamlarda Uremenin ¢ok az gozlenmesine ragmen aktivitenin yuksekligi mayanin
stress kosullarina bagl olarak besiyerindeki peptonu kullanarak lipaz aktivitesini
artirdig1 yorumu yapildi. Candida tropicalis susunda ise Yarrowia Yerli Susunda
oldugu gibi laktoz iceren ortamda en ylksek lipaz aktivitesi (5,67 U/ml) saptandi
(Sekil 4.24.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli sekerlerin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.24. Farkh mono ve disakkaritlerin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli sekerlerin lipaz aktivitesine etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nda farkli sekerlerin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.24. Devami... Farkli mono ve disakkaritlerin lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkh sekerlerin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.24. Devami... Farkli mono ve disakkaritlerin lipaz aktivitesine etkisi.

Son olarak da karbon kaynagi olarak seker ve riviera zeytin yagi ayni lipaz Uretim
ortamina eklenerek lipaz Uretimine etkisi arastirildi. Uretim sonrasinda drnekler
Whatman no:1 kagidindan suzildu, stzuntulerde lipaz aktivite tayini yapildi. Elde
edilen veriler grafiklendi (Sekil 4.25.).

Uretim ortamina farkli sekerlere ilave olarak riviera zeytin yagi ilave edildiginde,
zeytin yaginin etkisiyle lipaz aktivitesinin degistigi saptandi. Yarrowia lipolytica
NBRC 1658 susunda en yuksek aktivite dncelikle 5,67 U/ml olarak laktoz, maltoz
ve zeytin yagi iceren ortamda, sonrasinda 5,33 U/ml olarak sukroz ve zeytin yagi
iceren ortamda saptandi. Ancak Uretim ortamina %1 riviera zeytin yagi ilave
edildiginde zeytin yagsiz ortama gore glukozun aktiviteyi dusurdugu (6,17 U/ml ve
4,5 U/ml) belirlendi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda en yuksek glukoz ve
zeytin yagi iceren ortamda 4,67 U/ml olarak saptandi. Zeytin yag ilavesinin lipaz
uretimini artirmadigi hatta azalttigi tespit edildi. Yarrowia lipolytica Yerli susunda

en yuksek galaktoz ve zeytin yagi iceren ortamda 5,5 U/ml, sonrasinda maltoz ve
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zeytin yagi iceren ortamda 4,83 U/ml olarak saptandi. Son olarak da Candida
tropicalis susunda 4,67 U/ml olarak sukroz ve zeytin yadi iceren ortamda en
yuksek lipaz aktivite degeri saptandi. Sonug¢ olarak seker iceren ortama ilave

edilen yagin lipaz Uretimini artirmadigi gézlendi (Sekil 4.25.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli sekerlere ilave olarak %1 zeytin yaginin lipaz aktivitesine

etkisi.
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Sekerler + Riviera Z.Yagi

@ Yarrowia lipolytica IFO 1195

b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkl sekerlere ilave olarak %1 zeytin yaginin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.25. Mono-disakkaritlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.
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Sekerler + Riviera Z.Yag

@ Yarrowia lipolytica Yerli Susu

c) Yarrowia lipolytica Yerli Susunda farkli sekerlere ilave olarak %1 zeytin yaginin lipaz aktivitesine
etkisi.
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0O Candida tropicalis

d) Candida tropicalis susunda farkli sekerlere ilave olarak %1 zeytin yaginin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.25. Devami... Mono-disakkaritlere ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin
lipaz aktivitesine etkisi

113



4.6.9. Azot kaynaginin lipaz aktivitesine etkisi

Azot kaynaklarinin lipaz Uretimine etkisi arastirildi. Lipaz Uretim besiyerlerine ayri
ayri %1 proteose peptone no:3, %1 pepton, %1 maya 6zutl, %1 kazein, %1 Ure,
%1 amonyum sulfat, %1 amonyum oksalat, %1 amonyum nitrat ve %1 amonyum
karbonat eklendi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Y. lipolytica IFO 1195, Y.
lipolytica Yerli Sugu ve Candida tropicalis suslarinin dretimi sonrasinda besiyerleri
Whatman no:1 kagidindan suzulerek supernatanlari elde edildi. Supernatanlarda

lipaz aktivite tayini yapildi. Elde edilen de@erler grafiklendi (Sekil 4.26.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek lipaz aktivitesine 14,0 U/ml,
Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda 11,67 U/ml, Y. lipolytica Yerli Susunda 10,67
U/ml ve Candida tropicalis susunda 10,33 U/ml olarak amonyum sdulfat iceren
ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en dusiUk lipaz
aktivitesine 4,0 U/ml olarak maya 6zUtU igeren ortamlarda, Yarrowia lipolytica IFO
1195 susunda 4,0 U/ml olarak amonyum karbonath ortamlarda, Y. lipolytica Yerli
Susunda 3,5 U/ml olarak peptonlu ortamlarda ve Candida tropicalis susunda 4,5
U/ml olarak maya 6zutu, kazein ve amonyum karbonath ortamlarda tespit edildi
(Sekil 4.26.).

Ayrica yukarida bahsedilen azot kaynaklarini iceren ortamlara %1 riviera zeytin

yagi ilave edilerek lipaz Uretimi arastirild (Sekil 4.27.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek lipaz aktivitesine 16,0 U/ml,
Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda 10,17 U/ml, Y. lipolytica Yerli Susunda 9,5
U/ml ve Candida tropicalis susunda 10,67 U/ml olarak amonyum sdulfat ve riviera
zeytin yagi igceren ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda
en dusuk lipaz aktivitesine 4,83 U/ml olarak pepton - maya 6zutlne ilave olarak
riviera zeytin yagi iceren ortamlarda, Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda 4,67
U/ml olarak riviera zeytin yagi ilave edilmis Ureli ve peptonlu ortamlarda, Y.
lipolytica Yerli Susunda 4,67 U/ml olarak riviera zeytin yagi ilave edilmis peptonlu
ortamlarda ve Candida tropicalis sugsunda 4,5 U/ml olarak riviera zeytin yagi ilave

edilmig kazeinli ortamlarda tespit edildi (Sekil 4.27.).
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@ Yarrowia lipolytica NBRC 1658

a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi.
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| Yarrowia lipolytica IFO 1195

b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.26. Farkli azot kaynaklarinin lipaz sentezine etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susunda farkl azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi.
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O Candida tropicalis

d) Candida tropicalis sugunda farkl azot kaynaklarinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.26. Devami... Farkh azot kaynaklarinin lipaz sentezine etkisi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.
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m Yarrowia lipolytica IFO 1195

b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.

Sekil 4.27. Farkh azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu'nda farkli azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin yadinin lipaz

aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkli azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin yadinin lipaz aktivitesine

etkisi.

Sekil 4.27. Devami...

Farkli azot kaynaklarina ilave olarak %1 riviera zeytin
yaginin lipaz aktivitesine etkisi.
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Tum maya suslarinda elde edilen sonuglara gore azot kaynaklarindan en fazla
lipaz dretimini artiran bilesigin amonyum sulfat oldugu tespit edildi ancak
amonyum oksalat ve amonyum nitrat iceren Uretim ortamlarinda da yuksek aktivite

saptandi, diger azotlu bilesiklerin lipaz Uretimini fazla artirmadid1 gozlendi.

4.6.10. Cesitli atik-artiklar ve lipaz lretimini artiran maddelerin enzim
aktivitesine etkisi

Cesitli atik ve artiklarin lipaz Uretimine etkisinin tespiti amaciyla lipaz Uretim
besiyerlerine atik ve atik-artik olarak ayri ayri %1 zeytin kara suyu, %1 zeytin
kispesi, %1 melas, ve %1 kizartma yagi, ayrica lipaz Uretimini artirdidi belirtilen
%1 gaz yagi (kerosene) ve %1 dekstrin de eklendi. Ayrica bir diger besiyerlerine
(kizartma yagi ve gaz yagi hari¢) bu atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin
yadl eklendi. inkiibasyon sonrasinda Kkiltirler Whatman no:1 kagidindan
suzulerek supernatanlarda lipaz aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerler
grafiklendi (Sekil 4.28.) ve (Sekil 4.29.).

Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en ylUksek lipaz aktivitesi zeytin kiispesi
iceren ortamda (6,83 U/ml), sonrasinda ise gaz yagi (5,5 U/ml) ve kizartma yagi
(5,33 U/ml) iceren ortamlarda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda,
Yarrowia lipolytica Yerli Susunda ve Candida tropicalis susunda en yuksek lipaz
aktivitesine zeytin klUspesi iceren ortamda sirasiyla 7,67 U/ml, 7,33 U/ml, 8,17
U/ml olarak saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658, Yarrowia lipolytica IFO
1195, Yarrowia lipolytica Yerli Susunda ve Candida tropicalis susunda en dusuk

lipaz aktivitesine ise zeytin karasuyu i¢ceren ortamlarda saptandi (Sekil 4.28.).

Zeytin karasuyu, zeytin kuspesi, dekstrin ve melas iceren ortamlara ilave olarak
%1 riviera zeytin yagi iceren ortamlarda ilave edilen zeytin yaginin lipaz aktivitesini
etkilemedigi hatta zeytin kiispesi iceren ortamlara ilave edilen riviera zeytin yaginin

lipaz aktivitesini distrdugu saptandi (Sekil 4.29.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli atik ve artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.
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@ Yarrowia lipolytica IFO 1195

b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli atik ve artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.28. Cesitli atik-artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’'nda farkli atik ve artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.
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0O Candida tropicalis

d) Candida tropicalis susunda farkli atik ve artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.28. Devami... Cesitli atik-artiklarin lipaz aktivitesine etkisi.
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda farkli atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda farkli atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.

Sekil 4.29. Cesitli atik-artiklar ve %1 riviera zeytin yaginin lipaz sentezine etkisi.
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c) Yarrowia lipolytica Yerli Susunda farkli atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin
lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis susunda farkll atik ve artiklara ilave olarak %1 riviera zeytin yaginin lipaz
aktivitesine etkisi.

Sekil 4.29. Devami... Cesitli atik-artiklar ve %1 riviera zeytin yaginin lipaz
sentezine etkisi.
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4.7. Lipazin Enzimolojik Ozellikleri

4.7.1. Substrat konsantrasyonu

Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesini incelemek amaci ile enzim sentez
tayininde substrat olarak kullanilan riviera tipi zeytin yaginin %0,5-3,0 ml arasinda
degisen yogunluklari sabit miktardaki enzimle reaksiyona sokularak aktivitelerine
bakildi. Sonugclar grafige gegcirilerek substrat doymusluk egrisi ¢izildi ve yorumlandi
(Horton ve ark., 1993). Elde edilen grafiklerden her maya susu i¢cin Km degerleri
hesaplandi. Buna gére Km degerleri sirasiyla Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu
icin 0,26 , Yarrowia lipolytica IFO 1195 susu i¢in 0,24 , Yarrowia lipolytica Yerli
Susu igin 0,26 ve Candida tropicalis susu igin 0,25 ml olarak élguldu.

Yarrowia lipolytica NBRC 1658
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

Sekil 4.30. Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nda substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

Sekil 4.30. Devami... Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi
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Candida tropicalis
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d) Candida tropicalis susunda substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

Sekil 4.30. Devami... Substrat konsantrasyonunun enzim aktivitesine etkisi

4.7.2. Tepkime ortami sicakhginin lipaz aktivitesine etkisi

Tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi 10 - 70°C arali§inda arastirildi.
Tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi incelendiginde 10 - 40°C’lerde
tiim mayalarda yiiksek aktivite saptandi. 50 - 60°C’lerde dahi enzim aktivitelerinde
fazla kayip olmadigi tespit edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195 ve
Candida tropicalis suslarinda en yiiksek aktiviteye 30°C’de rastlandi (6,17 U/ml,
6,0 U/ml ve 5,83 U/ml) ancak Yarrowia lipolytica Yerli Sugu’nda en yuksek aktivite
20°C ‘de (6,67 U/ml) saptandi. Sonu¢ olarak tim maya suslarinda enzim 60°C’ye
kadar lipaz aktivitesini korumakta, 70°C’'de ise lipaz aktivitesi 6nemli dlclide
“sirasiyla 4 — 4,5 — 4,83 ve 3,67 U/ml” azalmaktadir (Sekil 4.31.).
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a) Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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b) Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda tepkime ortami sicakhdinin lipaz aktivitesine etkisi.

Sekil 4.31. Tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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¢) Yarrowia lipolytica Yerli Susu’nda tepkime ortami sicakhiginin lipaz aktivitesine etkisi.
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d) Candida tropicalis sugunda tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi

Sekil 4.31. Devami... Tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi.
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4.8. Lipaz Enziminin Kismi Saflagtiriimasi

4.8.1. Kaba enzim ekstresinin hazirlanmasi

Kaba enzim ekstresi elde etmek amaci ile en yuksek aktivite gosteren Yarrowia

lipolytica NBRC 1658 susu segcildi. inkiibasyon sonrasinda kiiltiir ortami Whatman

no:1 filtre kagidindan suizulerek hicresel kisim uzaklastirildi ve hlicresiz ortam

saflastirma isleminde kullanildi. Saflastirma islemleri +4°C’de yapildi.

4.8.2. Amonyum siilfat ile ¢goktlirme

Kaba enzim ekstresinin hazirlanmasindan sonra saflastirma islemlerinden ilki olan

amonyum sdulfat ile ¢oktirme islemi gergeklestirilerek en ylksek saflastirma

oranina sahip olan diyaliz islemi igin ayrildi Cizelge 4.6.). Total protein miktarlari,

Sekil 4.33.’deki standart protein egrisindeki formul ile hesaplandi.

Cizelge 4.6. Amonyum sulfat ¢coktirmesi sonrasi saflastirma degerleri.

Fraksiyon Protein Enzim

Total ('-)!-:;?jll Verim S

H(“‘n‘:;;“ mg/ml {::a)' Uiml E‘r’lff; Aktivite | (%) | Katsayist

9 (U/mg
protein)

Kaba
enzim
ekstresi 100 0,201 | 20,10 | 5,17 517 25,72 100 1
é %40 10 | 0570 | 570 |1433| 1433 | 2514 | 27,71 0,98
:§
X
He)
O
% %60 10 0,415 415 | 24,83 | 248,3 59,83 48,03 2,32
(/2]
€
=)
>
S
E %80 10 0,448 448 | 44,33 | 443,3 98,95 85,74 3,85
*, ** Sekil 4.32.
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a)

Ayirma sonrasinda total enzim aktivitesi

Kaba enzim total enzim aktivitesi

b)

Ayirma sonrasinda total 6zgiil aktivite

Total kaba enzim Gzqgiil aktivitesi

X 100 = Verim

= Saflagtirma Katsayisi

Sekil 4.32. a) Verim ve b) Saflastirma katsayilarinin hesaplanmasi.

4.8.3. Diyaliz

Saflastirma isleminde diyaliz islemi uygulandi (Bailey, 1967; Chrzanowska, 2001;

Kim ve ark., 2001). En ylksek yogunluk oranina sahip ortam sellloz diyaliz

tuplerine konarak 0,05 M (pH: 5,6) fosfat tamponuna karsi +4°C’de 24 saat diyaliz

edildi. Diyaliz oncesi kaba enzim ekstresinin ve diyaliz sonrasi ortamin enzim

aktiviteleri ve toplam protein miktarlari saptandi. Spesifik aktiviteleri ve saflastirma

katsayilari hesaplanarak yorumlandi (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Diyaliz sonrasi saflagtirma degerleri.

Protein Enzim
Total
Total w . -
Saflagtirma . Ozgiil | Verim S.
Asamalari | NACIM | ot | Ol iy | TOtal | ativite | (%) | Katsayis:
(ml) (mg) Unite
(U/mg
protein)
Kaba enzim
ekstresi 100 0,201 | 20,10 | 5,17 517 25,72 100 1
o .
%80 A stilfat | 6 | 5448 | 448 | 4433 | 4433 | 9895 | 8574 | 3,85
Coktirmesi
Diyaliz 6 0,544 | 3,26 | 28,33 | 472,17 | 144,84 | 91,33 5,63
*, ** Sekil 4.32.
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4.8.4. Total protein miktarinin hesaplanmasi

Santrifigasyon sonrasinda elde edilen tUm supernatanlardaki protein miktari
hesaplandi. Enzim Orneklerindeki protein miktari Lowry metodu (Lowry ve ark.,
1951) ile spektrofotometrik olarak tayin edildi. Protein tayinlerinde Dana Serum

Albumin ile hazirlanan standart protein egrisi kullanildi (Sekil 4.33.).

BSA Standart Egrisi

1,2 -
1 i
*
€ 08
c
B
0 0,6
a
O 04
y = 0,9815x
0,2 ®
¢ BSA = Dogrusal (BSA )
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

mg Dana Serum Albumin
Sekil 4.33. Dana Serum Albumin standart egrisi.

4.9. immobilizasyon

Amonyum silfat ¢coktirme ve diyaliz yontemiyle saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi,
kaba enzim ekstresi ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 sugu ayri ayri Na-alginat,
k-Karrageenan ve agar-agara tutuklandi. Saflastiriimis lipaz enzimi ekstresi olarak,
saflastirima asamalarindan diyaliz sonrasi kalan 6 ml enzim 6rnegi 50mM pH 5,6
fosfat tamponu ile 1:3 oraninda seyreltildi ve tutuklama c¢alismalarinda kullaniidi.
Kaba enzim ekstresi, Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunun lipaz udretim
ortaminda Uretimi sonrasinda biyokutlenin Whatman no:1 kagidindan suzulmesiyle
elde edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu ise lipaz Uretim besiyeri ortaminda
72 saat Uretildikten sonra tutuklama galismalarinda kullanildi, sonuglar grafiklendi
(Sekil 4.34.).
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12 4

11,17

N
o
|

Lipaz Aktivitesi (U/ml)
(o))

2,67 2,67

233 25

Kaba Enzim Saflagtiriimis Enzim Yarrowia lipolytica
NBRC 1658

@ Serbest O k-Karrageenan ONa-Alginat O Agar-Agar

Sekil 4.34. Agar-agar, Na-Alginat ve k-Karrageenan’a tutuklama.

Sonugcta en yuksek lipaz aktivitesi serbest ve saflastirildiktan sonra 50mM fosfat
tamponuda seyreltilmis olan enzim 6rneginde oOlguldu. 11,17 U/ml aktivite gosteren
bu 6rnegi takiben yine serbest Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda 10 U/ml
lipaz aktivitesi saptandi. Destek materyalleri olarak kullanilan k-Karrageenan,
Na-Alginat ve Agar-Agar’lara tutuklanan kaba enzim, saflastiriimis enzim ve Y.
lipolytica NBRC 1658 susunun lipaz aktivitesinde dusus gozlendi. Ancak serbest
enzimlerin aktivitelerini yitirmeden geri kazanimlari pek mumkin olmamaktadir ve
reaksiyon ortamindan istenilen zamanda uzaklastiriimadiklarindan reaksiyonun
kontrolu de guclesmektedir. Ayrica serbest enzimler ortamdan uzaklastirilabilse
bile tekrar kullaniimalari aktivitelerini vyitirdiklerinden dolayr mumkun degildir.
immobilize enzimler ortamdan uzaklastirilabildiklerinden kesikli ve surekli
sistemlerde kolaylikla kullanilabilmektedirler. Bu enzimlerin kullanimda aktif olarak
kaldiklari stre serbest enzimlere goére oldukga fazladir ve substrat fazinda
¢bzunmediginden sistemin kontrolu ¢ozunur enzimlere gore daha kolaydir. Bu
nedenle Ozellikle endustriyel dlgekte enzim kullaniminda immobilizasyon 6nem

kazanmaktadir.
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5. TARTISMA

Enzimler tim hucresel yapilarda var olan, katalitik aktiviteye sahip proteinlerdir.
Dogadaki mevcut tum enzimlerin iginde hidrolazlar belki de en kolay kullanima
sahip olanlardir, bunun nedeni kofaktdrlere gereksinim duymamalari ve genellikle
isleme kosullarinda olduk¢ga kararli kalmalaridir. Bu oOzellikler lipazlar ve
fosfolipazlar igin de gegerlidir. Lipidler ile iligkili enzimlere olan bilimsel ilgi uzun bir
gegmise sahiptir, oncelikle bu ilgi lipazlar Uzerine yogunlagmistir sonrasinda ise
fosfolipazlar, lipooksijenazlar ve monooksijenazlar onem kazanmistir.

Gunumuzde ise bu ilgi halen artan yogunlukta devam etmektedir.

Ticari olarak kullanilan enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’inin karbohidrazlar ve
%10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir (Uhlig, 1998). Lipazlar dunya enzim
pazarinda proteazlar ve karbohidrazlardan sonra yer almaktadir ve %5’lik enzim
pazarina sahiptir (Vakhlu ve Kour, 2006). Bir ¢cok lipaz ticari olarak mevcuttur ve
bir takim endustriyel sureglerde bu lipazlar kullaniimaktadir (Bornscheuer, 2000).
Lipaz Ureten mayalar igerisinde Candida rugosa ticari lipaz kaynaklarindan en
siklikla kullanilandir (Vakhlu ve Kour, 2006). Her ne kadar lipazlar bitki, hayvan ve
mikroorganizmalar tarafindan Uretilse de gunumuizde bakteri ve fungal lipazlara
olan ilgi daha fazladir. Mikrobiyal lipazlar nispeten kararli ve ¢esgitli reaksiyonlarin
katalizini gerceklestirme yetisindedirler ve bu nedenle endustriyel uygulamalarda

daha 6énemli bir yere sahip olmuslardir (Hou, 2002).

Mikroorganizmalar dinya genelinde onlarca milyar dolar degerinde yuzlerce ticari
arinun dretiminde kullaniimaktadirlar. Endustriyel uygulamalarda enzimler énemli
bir yer almaktadir. Enzim kaynaklari olarak dinya mikroorganizmalarinin sadece
yaklasik %2’si test edilmistir (Hasan ve ark., 2006). Bu gostermektedir ki yaklasik
%98’lik bir kisim hentz taranmamigtir. Bu nedenle arastirmacilar mevcut suslarin
yanisira enzim Uretiminde topraktan ve sudan yeni mikrobiyal kaynaklari taramaya

devam etmektedir.

Bu calismada yapilmak istenen sitrik asit Uretiminde potent suglar olarak bilinen
Yarrowia lipolytica suslarinin lipaz dretim kosullarini arastirmak ve Yarrowia
suslarina ilave olarak bir zeytin yagi atik toprak érneginden izole edilen yeni bir

maya ornegi ile lipaz Uretim degerlerini karsilastirmaktir. Oncelikle Hacettepe
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Universitesi Gida Mihendisligi Bolimi{’'nden temin edilen Yarrowia lipolytica
NBRC 1658 susu, Yarrowia lipolytica IFO 1195 susu ve Yarrowia lipolytica Yerli
Susunun kulltirasyonu yapilarak stoklanmistir. Daha sonra Tarsus ilgesindeki bir
zeytin yagi imalathanesinden alinan toprak érneginden maya izolasyon c¢alismalari
yapilmis ve saflastirilan bir maya 06rnedi arastirmaya dahil edilmistir. Maya
orneginin tanimlanmasi RefGen Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji Ltd. $ti’ne

yaptirilarak Candida tropicalis olarak tanimlanmistir.

Kulturasyonu yapilan tum Yarrowia suslari ve Candida tropicalis sugsunun koloni ve
hicre morfolojileri arastirildiktan sonra bir takim biyokimyasal testleri takiben lipaz
uretim optimizasyonu c¢alismalarina baslanmigtir. Tum Yarrowia suslari ve
Candida tropicalis susunun katalaz pozitif oldugu, nitrati nitrite indirgeyemedigi,
nisasta hidrolizi sonucunun olumsuz ancak Ureaz hidrolizinin olumlu oldugu
saptanmigtir. TUum suglardan elde edilen biyokimyasal sonuglar suslarin Kurtzman,

1999 kitabindaki taksonomik ozellikler ile de birebir benzerlik gostermektedir.

Calismanin temelini olusturan optimizasyon c¢alismalari hem hicresel Uretim hem
de lipaz Uretimi Uzerine yapilmigtir. Ancak lipaz Uretim c¢alismalari enzimolojik
Ozellikler ve verim acgisindan daha fazla 6nem arz etmektedir. Lipaz uretim ortami
olarak Hatzinikolaou ve ark, 1996, tarafindan Onerilen besiyeri ortami
kullanilmistir. icerigi g/L’de 12 NaH,PO, , 2 KH,PO4 , 0,3 MgS04.7H,0 , 0,25
CaCl, , 0,005 FeS04.7H,0 , 0,015 MnSO4.7H,0 , 0,03 ZnS0O4.7H,0 ve 1 pepton
olan besiyerine farkli karbon kaynaklari, yaglar ve sekerler, ve farkli azot
kaynaklari ilave edilerek lipaz dretiminin optimizasyonu arastiriimig, besiyeri
ortaminin pH’si ve Uretim ortaminin sicakligi degistirilerek yine lipaz Uretiminin
optimizasyonu calisiimistir. Ayrica farkh atik-artiklarin lipaz Uretimine etkisi de

caligsmaya dahil edilmistir.

Uretim ortami sicakliginin lipaz Uretimine etkisi arastirildiginda en yiiksek lipaz
aktivitesi Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda 4,83 U/ml, IFO 1195 susunda
5,5 U/ml, Yerli Susunda 5,0 U/ml ve Candida tropicalis susunda 4,5 U/ml olarak
30°C’de gozlendi. Ancak bu mayalarin 20 ve 40 °C’lerde de 30°C’dekine yakin
lipaz aktivitesi saptandi. Ayrica Uretim ortaminin pH’sinin Uremeye etKisi

incelendiginde Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yluksek aktivite 5 — 6
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U/ml olarak pH 4-5 aralidinda saptandi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda
pH 3 - 6 araliginda lipaz aktivitesinin yuksek oldugu ancak pH 7’den itibaren ciddi
oranda azaldidi tespit edildi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda en ylUksek
aktivite 5,33 — 5,83 U/ml olarak pH 4-5 araliginda saptandi. Yarrowia lipolytica IFO
1195 susunda pH 3 - 7 araliginda lipaz aktivitesinin yuksek oldugu ancak pH 8'den
itibaren oldukga azaldigi tespit edildi. Yarrowia lipolytica Yerli Susunda pH 3 - 5
araliginda lipaz aktivitesinin yuksek oldugu, pH 6 ve 7’de duragan oldugu (4,33
U/ml) ancak pH 8’den itibaren azaldidi gozlendi. Candida tropicalis susunda ise
pH 3 - 6 araliginda lipaz aktivitesinin yuksek oldugu, ancak pH 7’den itibaren yari
yarilya azaldi§i goézlendi. Corzo ve Revah, 1999, Yarrowia lipolytica 681 susu
optimum lipaz dretim kosullarinin sicaklik 29,5°C ve pH 4,7 oldugunu
saptamislardir. Enzim maksimum aktivitesini pH 6’da 37°C’de gdstermistir. Geon-
Ho ve ark., 2007, Yarrowia lipolytica NRRL Y-2178 susu alkali lipazi Uzerine
yaptiklari arastirmada, 27,5°C'de ve pH 8'de en yiiksek aktivite gdzlenmistir.
Kamzolova ve ark., 2005, lipaz aktivitesi icin optimal pH'yi 8 olarak tespit

etmiglerdir.

Karbon kaynagi olarak farkli yaglarin lipaz Uretimine etkisi arastirildiginda
Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda kanola yaginda (6,0 U/ml) ve sizma
zeytin yaginda (5,5 U/ml), Y. lipolytica IFO 1195 susunda soya yaginda (7,33
U/ml) ve aycgicek yaginda (6,0 U/ml), Y. lipolytica Yerli Susunda sizma zeytin yagi,
misir yagi, soya yagi ve kanola yaginda (5,17 U/ml) ve Candida tropicalis susunda
soya yaginda (5,33 U/ml) ve riviera zeytin yagi, aygicek yagi ve kanola yaginda
(5,17 U/ml) olmak Uzere lipaz aktiviteleri saptanmistir. Hatzinikolaou ve ark, 1996,
tarafindan onerilen besiyeri ortamina eklenen %1 oranindaki riviera zeytin yagi
yerine Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda kanola yaqi, Y. lipolytica IFO 1195
susunda soya yagl, Y. lipolytica Yerli Susunda sizma zeytin yagi, misir yagi, soya
yagi veya kanola yagi ve Candida tropicalis susunda soya yagi ile degistiriimesi
lipaz Uretimi agisindan olumlu sonug verebilir. Karbon kaynagi olarak farkli mono
ve disakkaritler Uretim ortamina eklendiginde lipaz Uretimini yaglar kadar
artirmadigi tespit edilmistir. Ayrica karbon kaynagi olarak zeytin yagina ilave
olarak uUretim ortamina eklenen farkli sekerlerin de tek basina yaglar
kullanildiginda elde edilen lipaz aktivitesine oranla aktiviteyi azalttigi tespit

edilmistir. Farkli arastirmacilar, farkli karbon kaynaklarini Gretim ortamina ilave
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ederek lipaz uretimini artirmaya yonelik ¢alismalar yapmislardir. Ginalska ve ark.,
2006, yeni izole ettikleri Geotrichum-like R59 susunun lipaz Uretim ortaminda yer
alan zeytin yag! yerine yag asitleri, triagilgliseroller ve yadlar, glukoz yerine ise
maltoz, galaktoz, ksiloz, fruktoz, laktoz, sukroz ve nigsasta ekleyerek yaptiklar
arastirmada %1 triolein ilave ettikleri ortamda en yUksek lipaz Gretimini saptarken
kisa-zincir yag asitleri (tributirin ve trikaprilin) ilave ettikleri ortamlarda gok dusuk
lipaz Uretimi tespit etmiglerdir. Ayni arastirmacilar Uretim ortaminda yer alan
glukoz yerine sukroz ilave ettiklerine en yuksek lipaz Uretimini saptamislardir.
Cihangir ve Sarikaya, 2003, Aspergillus sp.’den gesitli karbon kaynaklarinin lipaz
sentezine etkisi Uzerine yaptiklari arastirmada en yuksek aktiviteye 15,30 U/mi
olarak zeytinyagi iceren ortamlarda saptamiglardir. Yarrowia lipolytica tarafindan
uretilen lipaz Uzerine yapilan arastirmalar Candida rugosa ile kiyaslandiginda ¢ok
fazla gorulmemekle birlikte, Corzo ve Revah, 1999, Yarrowia lipolytica 681
susunda glukoz, misir ve zeytin yaginin lipaz Uretimini ve biyokutleyi artirdigini
bildirmiglerdir. Geon-Ho ve ark., 2007, Yarrowia lipolytica NRRL Y-2178 susundan
lipaz Uretimi Uzerine yaptiklari arastirmada, 8 farkli karbon kaynagi igerisinden
glukoz ve gliserol iceren ortamlarin lipaz Uretimi agisindan en uygun ortamlar
olduklarini bulmuslardir. Babu ve Rao, 2007, Yarrowia lipolytica NCIM 3589
susundan lipaz uretimi Uzerine yaptiklari arastirmada glukoz igeren Uretim
ortamlarinda en yiiksek lipaz aktivitesi, 8,4 U g ds™ , saptamislardir. Dalmau ve
ark., 2000, Candida rugosa’dan lipaz uretimi Uzerine yaptiklari arastirmada en
yuksek lipaz uretimine palmitik asit iceren ortamlarda (5,3 U/ml) saptamiglardir.
Lipitsi karbon kaynaklari yuksek lipaz Grinu elde etmek icin gerekli gorinse de
birka¢ arastirmaci yaglarin yoklugunda da yUksek urun elde etmislerdir (Sharma,
2001).

Azot kaynaklarinin lipaz uUretimine etkisini arastirmak igin Uretim ortamina karbon
kaynagi olarak %1 zeytin yagina ayri ayri ilave edilen %1 oranindaki proteose
peptone no:3, pepton, maya O6zutu, kazein, Ure, amonyum sulfat, amonyum
oksalat, amonyum nitrat ve amonyum karbonatin deneysel sonuglarina gore
Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susunda en yuksek lipaz aktivitesine 16,0 U/ml,
Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda 10,17 U/ml, Y. lipolytica Yerli Susunda 9,5
U/ml ve Candida tropicalis susunda 10,67 U/ml olarak amonyum sulfat ortamlarda

saptanmigtir. Ayrica Uretim ortamina karbon yaynagi ilave etmeden yapilan
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arastirmada da lipaz Gretiminin arttigi ve yine en yuksek aktvitenin amonyum silfat
iceren ortamlarda gergeklestigi tespit edilmigtir. Corzo ve Revah, 1999, Yarrowia
lipolytica’dan lipaz Uretimi igin en iyi azot kaynaginin Ureli ortamlar oldugunu
saptamiglardir. Cihangir ve Sarikaya, 2003, Aspergillus sp.’den lipaz uretiminde
peptonlu ortamlarin en ylksek lipaz tretimi gésterdigini tespit etmislerdir. Ginalska
ve ark., 2006 yeni izole ettikleri Geotrichum-like R59 susunun lipaz Uretim
ortaminda yer alan Urenin en yuksek lipaz uretimini olusturdugunu saptamislardir.
Geon-Ho ve ark., 2007, Yarrowia lipolytica NRRL Y-2178 susundan lipaz uretimi
Uzerine yaptiklari arastirmada, 9 farkli azot kaynagi icerisinden 1:1 oranindaki
maya Ozutu-pepton karigimi igceren ortamlarin lipaz Uretimini artirdigini
saptamiglardir. Babu ve Rao, 2007, Yarrowia lipolytica NCIM 3589 susundan lipaz
uretimi Uzerine yaptiklari arastirmada ise Ure i¢ceren Uretim ortamlarinda en yuksek
lipaz aktivitesi, 8,9 U g ds' , saptamislardir ancak amonyum sulfat iceren
ortamlarinda da yiiksek aktivite gériilmektedir (7,3 U g ds™). Lopes ve ark., 2008,
yaptiklari ¢galigmada lipaz uretiminin besiyerine amonyum sulfat ilavesiyle arttigini

saptamiglardir.

Cesitli atik ve artiklarin lipaz Uretimine etkisinin tespiti amaciyla lipaz UGretim
besiyerlerine atik ve atik-artik olarak ayri ayri %1 zeytin kara suyu, %1 zeytin
kUspesi, %1 melas, ve %1 kizartma yagi, ayrica lipaz Uretimini artirdidi belirtilen
%1 gaz yagi (kerosene) ve %1 dekstrin de eklendi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658
susunda en yuksek lipaz aktivitesi zeytin kispesi iceren ortamda (6,83 U/ml),
sonrasinda ise gaz yagi (5,5 U/ml) ve kizartma yagi (5,33 U/ml) iceren ortamlarda
saptandi. Yarrowia lipolytica IFO 1195 susunda, Yarrowia lipolytica Yerli Susunda
ve Candida tropicalis susunda en ylksek lipaz aktivitesine zeytin kiispesi igceren
ortamda sirasiyla 7,67 U/ml, 7,33 U/ml, 8,17 U/ml olarak saptandi. Yarrowia
lipolytica NBRC 1658, Yarrowia lipolytica IFO 1195, Yarrowia lipolytica Yerli
Susunda ve Candida tropicalis susunda en duslUk lipaz aktivitesine ise zeytin
karasuyu iceren ortamlarda saptandi. Zeytin kuspesi igeren ortamlarin lipaz
uretimini artirdigi bu nedenle zeytin yagi tUretiminde bir artik olarak atilan bu atigin
bu suslar igin lipaz uretiminde kullaniimasi dusunulebilir. Ancak zeytin yagi
uretiminde atik olan zeytin kara suyu ise bu suslar i¢in uygun bir substrat olarak
gorulmemektedir. Lipaz Uretim ortamina ilave edilen bu atik-artiklara ilave olarak

karbon kaynagi %1 zeytin yagi eklendiginde ise zeytin kispesi iceren ortamlarda
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uretimin oldukga azladigi gozlenmigtir, bu nedenle zetin kuspesinin tek basina
kullaniimasi dngorilmektedir. Uretim ortamina eklenen dekstrinin ise daha 6nce
literatlrde Rhizopus delemardan lipaz Uretiminde Uretimi artirdigi belirtilmis
(Cihangir ve Sarikaya, 2003) ancak yapilan deney sonucunda Yarrowia suslari ve
Candida tropicalis susu igin uygun olmadigi tespit edilmistir. Yine bu calismada
gaz yag! ve evsel kizartma yaginin da lipaz Uretimine etkisi arastiriimistir. Bunun
nedeni gunumuzde biyodizel Uretiminde Ozellikle evsel kullaniimis kizartma
yaginin substrat olarak kullaniimasidir. Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu
kizartma yag! bulunan Uretim ortaminda 5,33 U/ml aktivite géstermistir, yine yeni
izole edilen Candida tropicalis susunda da 5,17 U/ml aktivite saptanmistir. Her iki
susun da biodizel uretiminde alternatif suslar olabilecegi ve bu nedenle biyodizel
uretiminde uygun arastirma suslari olabilecedi o©ngorulmektedir. Cayli ve
Kisefoglu, 2008, yaptiklari arastirmada iki asamali reaksiyonla kullaniimis
yadlardan iyi kalitede biyodizel Uretiminin gerceklestigini belirtmiglerdir. Kizartma
atik yaglarinin biyodizel uretiminde kullanilarak ulke ekonomisine katki saglamasi
arastirilmali ve bu ydndeki ¢alismalar artiriimalidir. Ornegin Brezilyada Araujo ve
ark., 2010, nin bu konuyla ilgili arastirmalari mevcuttur. Ayrica Zhu ve ark, 2008,
Anastopoulos ve ark., 2001, Hsu ve ark., 2002, Dizge ve Keskinler, 2008, ve daha
bir gok arastirmaci farkli yaglar ve yag atiklari, immobilize ve immobilize olmayan
lipaz enzimi ve de farkli mikroorganizmalar kullanarak biyodizel Uretimi Uzerine bir

¢ok arastirma yapmislardir.

Tepkime ortami sicakliginin lipaz aktivitesine etkisi incelendiginde 10-40°C’lerde
tiim mayalarda yiiksek aktivite saptandi. 50-60°C’lerde dahi enzim aktivitelerinde
fazla kayip olmadigi tespit edildi. Yarrowia lipolytica NBRC 1658, IFO 1195 ve
Candida tropicalis suslarinda en yiiksek aktiviteye 30°C’de rastlandi (6,17 U/ml,
6,0 U/ml ve 5,83 U/ml) ancak Yarrowia lipolytica Yerli Sugu’nda en yuksek aktivite
20°C ‘de (6,67 U/ml) saptandi. Sonu¢ olarak tim maya suslarinda enzim 60°C’ye
kadar lipaz aktivitesini korumakta, 70°C’de ise lipaz aktivitesi “sirasiyla 4 — 4,5 —
4,83 ve 3,67 U/ml” azalmaktadir. Uretilen lipaz enziminin 60°C’de kararlihgini
korumasi esasen iyi bir veridir. Ancak enzimin tamamen termofilik sayillmasi igin
70°C {izerindeki sicakliklarda da kararliligini korumasi gerekmektedir. Yine de tim
mayalardan uretilen lipaz enzimleri 70°C’de dahi aktivitelerini

surdurebilmektedirler. Mahadik ve ark., 2002, Aspergillus niger NCIM 1207 susu
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lipazinin optimum sicakhgini 50°C olarak bildirmislerdir ve 60°C’de 5 saat enzimin

kararlihigini korudugunu saptamiglardir.

Lipaz Uretim optimizasyonu tamamlanan Yarrowia lipolytica suslari ve Candida
tropicalis suslari arasindan en yuksek aktivite gosteren Yarrowia lipolytica NBRC
1658 susu segcilerek enzim saflastirma iglemlerine tabi tutulmustur. Oncelikle farkli
yogunlukta amonyum sulfat ¢okturmesi yapilarak %80 yogunlukta kaba enzim
3,85 kat saflastinlmigtir. Bu 6rnek daha sonra diyaliz yapilarak 5,63 kat
saflagtirimasi saglanmistir. Saflastirilan 6rnek daha sonra lipaz enziminin
immobilizasyon calismalari icin +4°C’de saklanmistir. Bir cok arastirmaci ister
Yarrowia lipolytica’dan Uretilen lipazin ister diger suslardan uretilen lipazin
saflastirimasinda ilk asama olarak amonyum sulfat ¢okturme yontemini
uygulamiglardir. Saxena ve ark, 2003, Aspergillus carneus lipazini, Mhetras ve
ark., 2009, Aspergillus niger NCIM 1207 lipazini, Rifaat ve ark., 2010, Fusarium
oxysporium lipazini, Sun ve ark.,, 2008, Rhizopus chinensis lipazini
saflastirirlarken ilk olarak amonyum sulfat ¢oktirme yontemini sonrasinda diyaliz
yontemini uygulamiglardir. Bu arastirmacilara enzim saflastirmasinda ayni

yontemin kullanildigi yuzlercesi eklenebilir.

Tutuklama materyali olarak mevcut Na-alginat, k-Karrageenan ve agar
kullaniimistir. Ancak sadece saflastiriimis lipaz enziminin tutuklanmasi yerine,
kaba enzim ve Yarrowia lipolytica NBRC 1658 susu da destek materyallerine
tutuklanmistir. Sonugta en yuksek lipaz aktivitesi serbest ve saflastirildiktan sonra
50mM fosfat tamponuda seyreltiimis olan enzim 6rneginde ol¢ulda. 11,17 U/mi
aktivite gosteren bu 6rnegi takiben yine serbest Yarrowia lipolytica NBRC 1658
susunda 10 U/ml lipaz aktivitesi saptandi. Destek materyalleri olarak kullanilan
k-Karrageenan, Na-Alginat ve Agar-Agar’lara tutuklanan kaba enzim, saflastiriimis
enzim ve Y. lipolytica NBRC 1658 susunun lipaz aktivitesinde dusus gozlendi.
Ancak serbest enzimlerin aktivitelerini yitirmeden geri kazanimlari pek mimkin
olmamaktadir ve reaksiyon ortamindan istenilen zamanda
uzaklastirlmadiklarindan reaksiyonun kontrolt de gug¢lesmektedir. Ayrica serbest
enzimler ortamdan uzaklastirilabilse bile tekrar kullaniimalari aktivitelerini
yitirdiklerinden  dolayr mumkin degildir. immobilize enzimler ortamdan

uzaklastirilabildiklerinden kesikli ve surekli sistemlerde kolaylikla
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kullanilabilmektedirler. Bu enzimlerin kullanimda aktif olarak kaldiklari stre serbest
enzimlere gore oldukg¢a fazladir ve substrat fazinda ¢6zinmediginden sistemin
kontrolu ¢dzunur enzimlere gore daha kolaydir. Bu nedenle 6zellikle endustriyel

Olgekte enzim kullaniminda immobilizasyon 6énem kazanmaktadir.

Lee ve ark, 2006, Rhizopus oryzae’den urettikleri lipazi silika-jel Uzerine ¢apraz-
baglama metodu ile tutuklamiglardir. Magnan ve ark., 2004, Candida antarctica
lipase B’yi seramik membran Uzerine tutuklamiglardir, dncesinde bir polimer
tabakaya (jelatin/polietilen imin) kovalent olarak baglanmis enzim ¢apraz baglayici
olarak glutaraldehid ile seramik membrana adsoblanmistir. Fusarium solani FS1
lipazi Knight ve ark., 2000, tarafindan poliakrilamid boncuklara kovalent baglanma
ile tutuklanmigtir. Cunha ve ark. 2008, yuksek aktiviteye sahip Yarrowia lipolytica
lipazi (YLL)'nin fiziksel adsorpsiyon ve kovalent baglama ile tutuklanmasi tzerine
yaptiklari arastirmada enzim oktil-agaroz ve oktadesil-boncuklara hidrofobik
adsorpsiyon ile, MANAE-agaroz destegi uzerine iyonik adsorbsiyon ile
adsorblanmigtir. CNBr-agaroz ise kovalent baglama icin destek materyali olarak
immobilizasyonda kullaniimistir. Immobilizasyon verimi oktil-agaroz icin %71,
oktadesil-boncuklar i¢in %90 ve MANAE-agaroz i¢in %97 olarak hesaplanmisken
aktivite korunumu daha duguk gergeklesmistir (sirasiyla %34, %50 ve %61). Bu
veriler gostermektedir ki tutuklama iglemleri sirasinda lipaz enziminde aktivite
kaybi gerceklesmektedir. Kovalent baglama ile immobilizasyonda ise enzim

aktivitesinin tamaminin kaybi gézlenmistir (Cunha ve ark., 2008).

Elde edilen tum verilen incelendiginde Yarrowia lipolytica suslari ve Candida
tropicalis susundan lipaz Uretim optimizasyonu arastirmasi sonucunda tim
suglarda lipaz uretimi artmisgtir. En yuksek aktivitelere yukarida belirtildigi gibi
amonyum sulfat iceren uretim ortamlarinda saptanmis ve zeytin imalatinda artik
urin olan zeytin kuspesinde de aktivite artisi tespit edilmistir. Lipaz uretim
ortamina amonyum sulfat ve zeytin kiUspesi ilavesi lipaz Uretimini artirdigi gibi
zeytin kuspesinin geri kazanimi da saglanmis olacaktir. Ayrica tUm maya
suslarindan Uretilen lipaz enziminin sicakliga dayanikhligina bakildiginda
60°C’lere kadar yiiksek aktivite goriilmesi enzimin sicakliga, endistriyel dlgekte
bakildiginda, yeterince dayanikli oldugunu gostermektedir. Yarrowia lipolytica

NBRC 1658 susundan elde edilen kaba enzim ekstresi, saflastilmis enzim érnegi
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ve biyokutlesi 3 farkli destek materyaline tutuklanarak oncelikle enzim aktivite
tayinleri yapilmigtir. Serbest enzim orneklerine gore aktivite dusuk bulunmustur.
Ancak tutuklanmig enzimin ve mikroorganizmanin defalarca kullanilabilmesi

avantajl g6z énlnde bulunduruldugunda tutuklamanin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismanin bundan sonraki agamalarinda, Turkiye topragindan izole edilen yeni
ve enzim verimi yuksek izolatin sanayi agisindan degerlendiriimesi ayrica guncel
Ozellige sahip olan kristalizasyon ve ¢ boyutlu yapinin ¢ézulmesi konusu dikkate

alinarak bu konuda arastirmalarin yapilmasi hedeflenmektedir.
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Sempozyumlar: 23-24 Ekim 2000: Kiiresellesme Siirecinde Biyoteknoloji ve Biyogiivenlik Sempozyumu,
T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi, T.C. Cevre Bakanlig1 ve Biyoteknoloji Dernegi
tarafindan diizenlenmistir.

* Sempozyumda hem katilimer hem de gorevli olarak yer almistir.

Kongreler: 23-27 Haziran 2008, 19. Ulusal Biyoloji Kongresi: Claviceps purpurea’dan Ergot

Alkaloid Uretim Optimizasyonu, Trabzon (Poster Sunumu)
25-29 Agustos 2003, XIII. Biyoteknoloji Kongresi: Toprak izolat: Yeni Bacillus sp’den
Proteaz Eldesi ve Enzimolojik Ozelliklerinin Saptanmast, (S6zlii Sunum)
25-29 Agustos 2003, XIII. Biyoteknoloji Kongresi: Topraktan Proteolitik Aktiviteye sahip
Fungus Izolasyonu. (Poster Sunumu)
17-21 Eyliil 2001, XII. Biyoteknoloji Kongresi: Tarimsal Toprak ve Su Kaynaklarmdan
Proteaz Sentezleyen Mikroorganizma izolasyonu ve Biiyiime Kogsullarmin Optimizasyonu.
(Poster Sunumu)
* Kongrede hem katilime1 hem de gérevli olarak yer almstir.
Egitim: Yiiksek Lisans
113 Doktora: Hacettepe Universitesi (2010)
G
1| Boliim: Biyoteknoloji Anabilim Dali
T ..
i Yiiksek Lisans: Hacettepe Universitesi (2003)
M Biliim: Biyoteknoloji Anabilim Dali
Universite: Hacettepe Universitesi (1998)
Boliim: Biyoloji

Ingilizce (Cok Iyi) ve Japonca (Baslangic)

Hacettepe Universitesi Siirekli Egitim Merkezi Bilgisayar Okuryazarlig Sinavi Basar1
Belgesi
WINDOWS 9X,ME,XP/Vista ve MS OFFICE 97/2000/XP/2003/2007
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