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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SOGUGA ADAPTE OLMUS MAYALARIN SERBEST ve IMMOBILIZE
HUCRELERIYLE LiPAZ URETIMI

Muhammed Hanifi UCAR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Mikrobiyoloji Bilim Dali

Dog. Dr. Mesut TASKIN

Mevcut ¢alisma soguga adapte olmus Rhodotorula glutinis HL25 mayasini kullanarak
calkalamal1 flask kiiltiirde lipaz tiretmek i¢in gerceklestirilmistir. 20 °C’ lik sicaklik ve
6.0’ ik pH degerleri hem serbest hemde immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi igin
optimal olarak bulunmustur. Serbest hiicreler igin 40 mL/L’ lik inokulum hacmi,
immobilize hiicreler i¢in ise 150 g/L yatak sayisi1 lipaz iiretimi i¢in daha uygundu. Lipaz
tiretimi i¢in optimal atik yag konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi sirasiyla serbest
hiicreler i¢in 30 mL/L ve 84 saat, immobilize hiicreler i¢inse 40 mL/L ve 72 saat olarak
belirlenmistir. Siirfaktant (Triton X-100 ve Tween-80) ilavesinin hem serbest hemde
immobilize hiicrelerde lipaz liretimini artirdig: tespit edilmistir. Serbest ve immobilize
hiicrelerin lipaz aktiviteleri i¢in maksimum artiglar sirasiyla 5 ve 7.5 mL/L’ lik Triton
X-100 konsantrasyonlarinda basarilmistir. Bu optimal kiiltiir kosullar1 altinda, serbest ve
immobilize hiicreler igin maksimum lipaz aktiviteleri sirasiyla 54.4 ve 75.2 U/L olarak
belirlenmistir. Yataklarin maksimum lipaz aktivitesi dort ve besinci dongiilerin sonunda
sabit kalmistir. Yataklarin 10. dongiiniin sonunda maksimum aktivitenin yaklasik olarak
%70’ni korudugu belirlenmistir. Bu, R. glutinis mayasinin soguga adapte straini ile
lipaz tretimi iizerine ilk ¢alismadir. Dahasi, soguga adapte olan mayalarin immobilize
hiicreleriyle lipaz iiretimi ilk kez olarak bu ¢aligmada test edildi.

2016, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Rhodotorula glutinis, soguga adapte olmus, lipaz, immobilize
hiicreler



ABSTRACT

Master Thesis

LIPASE PRODUCTION WITH FREE AND IMMOBILIZED CELLS OF COLD-
ADAPTED YEASTS

Muhammed Hanifi UCAR

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Microbiology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mesut TASKIN

This study was carried out to produce lipase in shaking flask culture using cold-adapted
yeast Rhodotorula glutinis HL25. The temperature 20°C and initial pH 6.0 were optimal
values for lipase production by both free and immobilized cells. An inoculum size of 40
mL/L for free cells and beads number of 150 g/L for immobilized cells were more
favorable for the lipase production. Optimal waste oil concentration and incubation time
were determined as 30 mL/L and 84 h for free cells but 40 mL/L and 72 h for
immobilized cells, respectively. Addition of surfactants (Triton X-100 and Tween-80)
augmented the lipase production in free and immobilized cells. The maximum increases
for lipase activity of free and immobilized cells were achieved at the Triton X-100
concentrations of 5 and 7.5 mL/L, respectively. Under these optimal culture conditions,
the maximum lipase activities were found as 54.4 and 75.2 U/L for free and
immobilized cells, respectively. The maximum lipase activity of beads remained stable
at the end of 4 and 5th cycles. Beads could retained about 70% of their maximum
activity by the end of the cycle 10. This is the first research on lipase production
potential of a cold-adapted strain of the yeast R. glutinis. Furthermore, lipase production
using immobilized cells of cold-adapted yeasts was tested for the first time in this study.

2016, 48 pages

Keywords: Rhodotorula glutinis, Cold-adapted, lipase, immobilized cells
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1. GIRIS

Enzimler peptid baglartyla uzun zincirli aminoasitlerden olusan globiiler protein
yapisindaki molekiillerdir (Ribeiro et al. 2010). Bir kimyasal reaksiyondaki kimyasal
katalistlerde oldugu gibi enzimler biyolojik veya biyokimyasal reaksiyonlara hiicre ici
veye disinda hizlandirmaya yardim eder. Bu yiizden enzimler ‘’biyokatalist’ olarak da

bilinirler (Gurung et al. 2013).

Enzim iligkili proseslerin kullanimi eski medeniyetlere dayanmaktadir. Bilinen 4000
enzimin yaklasik 200’ ticari olarak 6nemli enzimlerdendir. 1960’lara kadar enzimlerin
toplam satig1 yillik olarak yalnizca birkag milyon dolardi ancak sektdrdeki goz alici
biiyiimeyle pazar pay!r artmistir (Goldfrey and West 1996; Wilke 1999). Ornegin
endiistriyel enzimlerin diinya tizerindeki pazarinin 2018 yilinda 7 milyar dolara ulascagi

diistiniilmektedir (Sharma et al. 2001; Sharma et al. 2002; Dewan 2014).

Enzimler bitkilerde, hayvanlarda, insanlarda ve mikroorganizmalarda pek ¢ok rol
uistlenmektedir. Endiistriyel enzimler bircok kaynaktan iiretilse de onlarin cogunlugunu

mikrobiyal kokenliler (fungal ve bakteriyal) olusturmaktadir (Hiteshi and Gupta 2014).

Enzim {retimi i¢in mikroorganizmalari kullanmanin biiyiik avantajlart vardir.
Mikrobiyal enzimler yiiksek konsantrasyonlarda iiretilebilir. Iyi enzim iiretici
mikroorganizmalarin taranmasi kolay ve hizlidir. Mikroorganizmalar kisa fermantasyon
dongiilerine sahiptirler. Diisiik maliyetli besiyerinde gelistirilebilirler ve arzulanan
karakteristikte enzimlerin {iretimi i¢in kolaylikla manipiile edilebilirler. Dahasi
mikrobiyal enzimler yiiksek stabiliteye sahiptir (Ribeiro et al. 2010; Hiteshi and Gupta
2014).

Bilinen enzimlerin birgogu mikroorganizmalar1 kullanarak fermantasyon teknolojisiyle
tiretilmektedir (Lovwrier 1998). Bakterimaya ve filamentli fungilerden elde edilen

proteaz, amilaz, pektinaz, ksilanaz, seliilaz, ligninaz, Kitinaz, invertaz ve lipaz gibi



enzimler c¢esitli alanlarda kullanimi mevcuttur (Loperena et al. 2012; Joshi and
Satyanarayana 2013; Taskin 2013; Taskin et al. 2013). Ornegin, bu enzimler saglik,
gida, tekstil, deterjan endiistrisi, kiral farmasdtiklerin sentezi, siilfaktantlarin iiretimi,

kozmetik vb biyoteknolojik proseslerde kullanilmaktadir (Sharma et al. 2001).

Lipazlar (EC 3.1.1.3) hidrolazlarin bir sinifidir. Lipazlar yaglarin, serbest yag asitlerine
ve gliserole hidrolizini katalizleyen hidrolazlar olarak bilinmektedir. Yaglarin hidrolizi
(yag-su ara yiizeyinde uzun zincirli agilgliserollerin ester baglarinin kirilmasi) lipazlarin
en onemli reaksiyonudur. Lipazlar esterifikasyon, interesterifikasyon, asidoliz, alkoliz,
aminoliz gibi reaksiyonlar1 katalizleyebilme 0&zellikleri sayesinde biyodoniisiim
islemlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yiizden lipazlar diinya biyokiitlesinin
biiyiik bir kismini olusturan lipitlerin biyodongiisiinde 6nemli rol oynamaktadir (Ghosh
et al. 1996; Saxena et al. 2003; Vakhlu and Kour 2006; Liu et al. 2006; Colla et al.
2010; Treichel et al. 2010; Sumanjelin et al. 2013).

Diger enzimlerde oldugu gibi endistriyel lipazlarin iretiminde de yaygin olarak
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Mikrobiyal lipazlar organik ¢oziiciilerde yiiksek
kararlilik gosterdiginden, reaksiyonlarda kofaktore ihtiyag duymadigindan ve genis bir
susbtrat grubu iizerinde aktivite gosterebilmesinden dolay1 biyoteknolojik agidan daha
fazla 6nem tasimaktadir. Dahasi mikrobiyal lipazlar ¢cogunlukla ekstraselliilar (hiicre
dis1) formda oldugundan dolayr daha yiiksek miktarlarda tiretilebilmektedir (Saxena et
al. 2003; Joseph et al. 2008; Bussamara et al. 2010).

Lipazlar glinlimiizde deterjan formiilasyonu, tekstil, gida, deri, kagit yapim, siit, ilag
prosesi, organik kimya, kozmetik ve kuru temizleme endiistrisi, yag tiretimi gibi genis
kullanim alanina sahiptir (Verger 1997; Sharma et al. 2001; Kirk et al. 2002; Burkert et
al. 2004; Hasan et al. 2006; Ertugrul et al. 2007; Heravi et al. 2008; Treichel et al.
2010; Liu et al. 2012; Veerapagu et al. 2013). Ozellikle organik sentez reaksiyonlarinda
bolge se¢imli, stereo se¢imli, kimyasal secimli, enantio secimli reaksiyonlarda

doniistimleri katalizlemekte kullanilmaktadir. Bu 0Ozellikler lipazi, ¢ok yonli



biyokatalizor yapmaktadir (Saxena et al. 2003; Joseph et al. 2008; Bussamara et al.
2010).

Lipazlarin iiretiminde filamentli mikrofunguslar (kiifler), mayalar ve bakteriler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Rhizopus, Aspergillus, Penicillium, Geotrichum, Mucor ve
Rhizomucor cinsleri énemli lipaz iretici kiifler olarak kabul edilmektedir. Bakteri
olarakta Acinotobacter, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis,
Bacillus coagulans, Bacillus stearothermophilus, Bacillus alcalophilus, Pseudomonas
aeruginosa, Burkholderia multivorans, Burkholderia cepacia ve Staphylococcus
caseolyticus’un iyi lipaz ireticileri oldugu belirtilmektedir (Chen et al. 1995; Sharon et
al. 1998; Kok et al. 1995; Beer et al. 1998; Dharmsthiti and Kuhasuntisu 1998; Treichel
et al. 2010). Maya olarakta Rhodotorula mucilaginosa, Candida utilis, Trichosporon
asahii, Candida cylindracea, Aureobasidium pullulans, Williopsis californica ve
Saccharomyces cerevisiae’nin lipaz iiretme kapsitesine sahip oldugu gosterilmistir
(Chen et al. 1992; Arroyo et al. 1999; Kim and Hou 2006; Ciafardini et al. 2006;
Grbavcic et al. 2007; He and Tan 2006; Potumarthi et al. 2008; Rajendran et al. 2008;
Liu et al. 2008; Lopes et al. 2009).

Lipazlar dahil mikrobiyal enzimlerin iiretiminde sivi (submerged) ve kati kiiltiir (solid
state) (Mahadik et al. 2002; Rodrigez et al. 2006) teknikleri uygulanmaktadir (Lin et al.
2006; Colla et al. 2010). Bununla birlikte daha hizli mikrobiyal gelisme saglamasi,
stirenin kisa olmas1 ve daha az is gilicli gerektirmesi gibi sebeplerden dolay1 sivi
kiltlirler daha avantajli kabul edilmektedir. Yapilan ¢alismalar sivi kiiltiirlerde lipaz
dretiminin pek ¢ok fiziksel ve kimyasal faktorlerden etkilendigi bildirilmektedir. Sivi
kiiltiir ~ ¢aligmalarinda ortam pH’sin, sicakligin, ¢alkalama hizinin, oksijen
konsantrayonunun, inokulum hacminin, inkiibasyon siiresinin, tesvik edicilerin, azot ve
karbon kaynaklarinin, mineral kaynaklarinin lipaz iiretimini etkiledigi belirtilmektedir
(Lin et al. 2006; Rodriguez et al. 2006; Heravi et al. 2008; Dhillon et al. 2011; Iftikhar
et al. 2011; Mobarak et al. 2011; Sumanjelin et al. 2013; Veerapagu et al. 2013). Bu
faktorlerin optimize edilmesiyle lipaz verimliligi arttirilmaktadir. Ornegin, pepton ve

maya ekstrat1 gibi organik azot kaynaklarmin yam1 sira bazi inorganik azot



kaynaklarininda lipaz iretimini artirdigt belirtilmektedir (Mobarak et al. 2011;
Veerapagu et al. 2013).

Besiyeri ortaminda katilan karbon kaynaginin lipaz {iretimini etkileyen en énemli faktor
oldugu belirtilmektedir (Lotti et al. 1998). Kullanilan mikroorganizmaya gore farklilik
goriilse de genellikle en iyi karbon kaynaginin zeytin, soya, findik, aygigegi ve misir
gibi bitkisel yaglar 6zellikle de zeytin yaginin oldugu bildirilmektedir (Lee et al. 2001;
Kumar et al. 2005; Kaushik et al. 2006; Veerapagu et al. 2013). Yaglarin yani sira
triagilgliserol, yag asitleri ve gliseroliin de lipaz tretiminde substrat olarak
kullanilabilecegi belirtilmektedir (Veerapagu et al. 2013; Komesli 2015). Diger taraftan,
literatiirde besiyeri ortamina uygun konsantrasyonlarda eklenen Tween-80 ve Triton X-
100 gibi siirfaktantlarinda lipaz liretimini 6nemli 6l¢iide artirdigi rapor edilmektedir

(Treichel et al. 2010).

Mikrobiyal iiretim ¢aligmalarinda besiyerlerinin maliyetinin azaltilmasi biiyiik 6nem arz
etmektedir (Rigo et al. 2010). Bu yiizden arastirmacilar zengin besinsel igerige sahip
olan organik maddelerin 6zellikle de atik 6zelliginde olanlar1 bulunduran endiistriyel ya
da evsel atiklarin, besiyerlerinde substrat olarak kullanilabilecegini ileri siirmektedir
(Lotrakul and Dharmsthiti 1997; Griebeler et al. 2009; Veerapagu et al. 2013). Bu
dogrultuda da melasin, peynir alt1 suyunun, misir maserasyon sivisinin, tavuk tiiylerinin,
bitkisel atiklarin vb. besiyerlerlerinde azot ve/veya karbon kaynagi olarak
kullanilabilecegini belirtmektedir (Ertugrul et al. 2007; Taskin et al. 2012; Arslan
2014). Benzer sekilde, arastirmacilar ev ya da restaurant gibi isletmelerine ait bitkisel
kaynakli atik kizartma yaglarininda biyodizel ya da lipaz iiretiminde substrat olarak
degerlendirilebilecegini belirtmektedirler. Ozellikle, bitkisel kizartma yaglarinin lipaz
tiretimde etkili bir substrat olarak kullanilabilecegine bir ¢ok literatirde deginilmektedir
(Kaieda et al. 1996; Haba et al. 2000; Zaher 2003; Felizardo et al. 2005; Mangesh et al.
2006; Canakci et al. 2009; Mobarak et al. 2011; Sumanjelin et al. 2013; Charpe and
Rathod 2013). Avrupa birliginde iiretilen atik yag miktari yaklasik olarak 700 bin™
milyon ton, ABD de yaklasik olarak 1,2 milyon tondur. Ulkemizde yilda 1,5 milyon ton
bitkisel yagin gida amagli kullanildigi ve bu yagdan yaklasik 350 bin ton atik yag



olustugu belirtilmektedir (Gupta et al. 2004; Liu et al. 2008; Bourlieu et al. 2009;
Komesli 2015). Atk kizartma yaglarinin yukarida belirtilen yiiksek miktarlar goz
Oniine alindiginda, onlarin lipaz ya da biyodizel iiretiminde substrat olarak kullanimi
sayesinde hem ¢evre kirliliginin hem de besiyerlerinin maliyetinin azaltilmasi agisindan

katk1 saglayacag diisiiniilmektedir.

Lipazlarin  liretimi  genellikle termofilik ve mezofilik mikroorganizmalarla
gergeklestirilmektedir. Termofilik mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar 6zellikle
deterjan endiistrisinde yiiksek sicakliklarda gergeklestirilmesi gereken yikama islemleri
igin tercih edilmektedir (Treichel et al. 2010). Ancak, son zamanlarda arastirmacilar
lipaz ve proteaz gibi enzimlerin sogukta yasayan mikroorganizmalardan elde edilmesini
onermektedirler. Sogukta aktif olan lipazlar genellikle diisiik sicakliklarda gelisme
potansiyeline sahip olan mikroorganizmalardan izole edilmektedir (Joseph et al. 2008;
Loperena et al. 2012). Daha da agikcasi, cold aktif lipolitik mikroorganizmalar (soguga
adapte lipaz lireten mikroorganizmalar), diisik sicakliklarda ¢ok az ya da hi¢ etki
gostermeyen mezofilik ve termofilik mikroorganizmalarla karsilastirildiginda, diisiik
sicakliklarda yiiksek oranda katalitik etki gosteren lipaz tiretmektedir. Cold aktif lipazlar
yaklasik 5°C gibi diisiik sicakliklarda hayatta kalan mikroorganizmalarda genis Olcilide
yayilim gostermektedir. Soguya adapte olmus mikroorganizmalar diisiik sicakliklarda
iyi gelisme egilimindedir (Joseph et al. 2008). Antartika bolgesinden izole edilen
Moraxella sp. 25°C sicaklikta iyi gelismekte ve cold aktif lipolitik enzim iiretmektedir
(Feller et al. 1990).

Sogukta yasayan mikroorganizmalarda kendi arasinda psikrofilikler ve psikrotolerantlar
diye ayrilmaktadir. Psikrofiller soguk c¢evrelerde 6rnegin derin denizler, buzullar, daglik
bolge, toprak, temiz veya tuzlu sularda bulunurken, psikrotolerantlar ise daha ¢ok
Arktik ve Antartik derin denizlerinin agir kosullarinda soguk uyumlu organizmalarda
bulundugu belirtilmektedir (Antranikian et al. 2005). Psikrofiliklerin gelisme sicakligi
0-20°C, fakiiltatif mezofilik olarak tanimlanan psikrotolerantlarin ki ise 20°C’den fazla

ve 0°C olarak kabul edilmektedir (Shivaji and Prasad 2009; Rossi et al. 2009).



Simdiye kadar psikrofilik veya psikrotolerant ozellige sahip sogukta gelisen
Acinetobacter, Achromobacter, Arthrobacter, Bacillus, Moraxella, Psychrobacter,
Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Staphylococcus ve Vibrio cinslerine ait bakterilerin
yanisira Aspergillus nidulans ve Pencillium roqueforti kiiflerinin de sogukta aktif lipaz
enzimlerini Uretebilecegi gosterilmistir (Joseph et al. 2008; Loperena et al. 2012).
Benzer sekilde, Candida antartica, Cryptococcus victoriae, Mrakia psychrophila,
Leucosporidiella creatinivora, Leucosporidium scottii, Rhodotorula glacialis ve R.
laryngis gibi psikrofilik yada psikrotolerant mayalarin da sogukta aktif lipaz
tiretebilecegi rapor edilmistir (Xin and Zhou 2007; Vaz et al. 2010; Loperena et al.
2012; Carrasco et al. 2012). Bununla, birlikte Rhotodorula glutinis mayasinin sogukta

gelisen suslarmin lipaz tiretme potansiyeli literatiirde gosterilmemistir.

Sogukta yasayan mikroorganizmalardan elde edilecek enzimlerin ¢ok diisiik
sicakliklarda aktivite gosterdiginden dolayi, bu enzimlerin normal evlerde kullanilan
yikama sularinda bile aktivite gosterdigini belirtmektedirler. Bu sayede de ¢amasir ve
bulasik makinelerinde suyun 1sitilmasina gerek kalmayacagindan dolayi enerji tasarrufu
saglanabilecegini  belirtmektedirler. Ayrica, yiiksek sicakliklarda yikandiginda
giysilerde gozlenen bozulmalarin 6niine gegilebilecegini agiklamaktadirlar (Joseph et al.
2008; Joshi and Satyanarayana 2013). Son zamanlarda sogukta aktif olan lipazlar
ilaclarin ve pestisitlerin hazirlanmasinda ara bilesik olarak kullanilan optikal aktif
aminlerin iiretiminde de biyokatalist olarak kullanilmaktadir. Bu enzimler, organik
sentez reaksiyonlarinda esterlerin, besin endiistrisinde ise lipofilik antioksidantlarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir. Diger taraftan, sogukta aktif lipazlar dahil lipazlar
transesterifkasyon reaksiyonu ile bitkisel ya da hayvansal yaglardan biyodizel

tiretiminde de kullanilmaktadir (Joseph et al. 2008).

Mikroorganizmalarin sivi kiiltiirlerinde {iretimi bu canlilarin serbest ya da immobilize
(tutuklanmis) hiicreleriyle gerceklestirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda serbest hiicrelere
oranla immobilize edilmis hiicrelerin pek ¢ok avantaja sahip oldugu rapor edilmistir.
Ornegin, immobilize edilmis matriksler igerinde hiicre yogunlugu daha fazla olmakta ve

bu durum da reaksiyonlarin daha hizli ve daha kisa siirede gerceklesmesini



saglamaktadir. Bu yiizden de immobilize hiicreler hem daha yiiksek verimler
saglamakta hem de zaman ve enerji tiiketimini azaltmaktadir. Immobilize hiicrelerin
kiiltiir ortamina adaptasyonu i¢in gerekli olan siire daha kisa olmakta ve reaksiyon daha
kisa siire icerisinde baslamaktadir. Immobilize hiicreler besin kithigina, inhibitor
bilesiklere, sicaklik ve pH gibi g¢evresel streslere karsi daha dayanikli olmaktadir.
Ayrica, immobilize hiicreler yiiksek hiicre yogunlugu sayesinde kiiltiir ortamindaki
istenmeyen kontaminasyonlari da engelleyebilmektedir. Dahas1 immobilize hiicreler
kiiltiir ortamindan daha kolay uzaklastirilabilmekte ve tekrar tekrar kullanilabilmektedir
(Duarte et al. 2013; Aydogan et al. 2014).

Sodyum alginatin ucuz olmasi, yontemin uygulanmasinin kolay olmasi ve bu matrisksin
toksisiteye neden olmamasi gibi 6zellikleri nedeniyle sodyum alginat matriksi igerisinde
mikrobiyal hiicrelerin ya da enzimlerin tutuklanmasi en yaygin immobilizasyon yontemi

olarak kabul edilmektedir (Unver et al. 2015 ).

Bu ozelliklerinden dolayr da, mikroorganizmalarin immobilize edilme yontemi; etil
alkol, alkollii ickiler, aminoasitler, polisakkaritler, biyohidrojen, antibiyotikler, fruktoz
surubu ve sitrik asit iiretiminde kullanilmaktadir (Arslan, 2014). Yapilan ¢alismalarda,
bu yontemin tannaz, invertaz, pektinaz ve proteaz gibi bir ¢ok enzimin iiretiminde de
kullanilabilecegi rapor edilmistir (Taskin 2013; Aydogan et al. 2014; Unver et al.
2015). Benzer sekilde, hiicre immobilizasyon yontemi termofilik yada mezofilik
mikroorganizmalarla lipaz tiretiminde de kullanilmistir (Ellaiah et al. 2004; Bhushan et
al. 2008; Bisht et al. 2013; Ferrarezi et al. 2014). Dahasi bazi ¢alismalarda sogukta
yasayan bakteri veya kiiflerin immobilize hiicreleriyle lipaz tiretimi de calisilmistir
(Joseph et al. 2006; Ali et al. 2011). Bununla birlikte, sogukta yasayan mayalarin
immobilize hiicreleriyle lipaz iiretimi lizerine literatiirde herhangi bir ¢aligma yer

almamaktadir.



Bu yiizden mevcut tez ¢calismasinda;

1. Sogukta yasayan lipaz iiretici yeni mayalarin izolasyonu

2. En iyi lipaz iiretici test mayasinin belirlenmesi ve bu test mayasinin serbest ve
immobilize edilmis hiicreleriyle sivi kiiltiirde lipaz liretiminin gergeklestirilmesi

3. Maksimum lipaz dretimi i¢in baz1 kiiltiir sartlarinin optimize edilmesi

amaglanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

Literatirde, sogukta yasayan maya (psikrofilik veya psikrotolerant) Rhodotorula
glutinis mayasinin serbest veya immobilize edilmis hiicreleriyle lipaz {iretiminin
gergeklestirildigini gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
mevcut literatlirlerde, mezofilik ya da termofilik 6zellige sahip mayalar, bakteriler veya
kiiflerin serbest veya immobilize hiicreleriyle lipazlar dahil ¢esitli enzimlerin {iretimine
yonelik cok sayida calisma bulunmaktadir. Yine literatiirde immobilize hiicrelerin veya
sogukta yasayan mikroorganizmalarin diger bir¢ok endiistriyel iirliniin {iretiminde
kullanilabildigini gosteren ¢ok sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bahsi gecen bu

calismalarin bazilari asagida 6zetlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada Tepki Yiizey Metodu kullanilarak Halobacillus trueperi RSK
CAS9 bakterisi ile alkali lipaz {dretiminin optimizasyonu istatiksel olarak
gergeklestirilmistir. Caligmada deniz atiklar1 substrat olarak kullanilmig ve maksimum
enzim tretimi 1355,81 U/ml olarak tespit edilmistir. Calismalardaki maksimum lipaz
tiretimi i¢in merkezi kompozit dizayni kullanilmigtir. Optimum parametreler 14,58 g/l
ton balig1 tozu, 5.05 ml/l, zeytinyagi, 72,42 g/l NaCl, 45°C sicaklik ve pH 9 olarak
belirlenmistir. Alkali lipazin molekiiler agirligi 44 kDa olarak belirlenmistir. Bu
enzimin aktivitesinin EDTA ve PMSF ile inhibe edildigi belirlenmistir (Sathishkumar et
al. 2015).

Liu et al. (2012) ¢alismalarinda Burkholderia sp. C20 ile lipaz iiretiminde optimizasyon
icin Tepki Yiizey Yontemi (RSM)’ni kullanmigtir. Lipaz iiretiminde maya ekstrati ve
zeytinyagr konsantrasyonunun O6nemli bir parametre oldugunu belirlemistir.
Optimizasyon sonunda lipaz aktivitesinin 22,6 U/ml’ya kadar yiikseldigini
belirlenmistir. Zimogram analizine gore lipazin molekiiler agirligi 23 kDa olarak

bulunmustur.
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Neethu et al. (2015), lokal olarak izole ettikleri Stenotrophomonas maltophilia
bakterisiyle agro-endiistriyel atiklar kullanilarak lipaz ftretimini gergeklestirmistir.
Calismalarinda 74,117 U/ml’lik aktivite ile en fazla enzim iretimi yerfistig1 kekinde
gozlemlenmistir. Bunu sirasiyla, hindistan cevizi (61,911 U/ml), bugday kepegi (49,614
U/ml ) ve piring kepegi (28.165 U/ml) izlemistir. Yerfistig1 keki ve Hindistan cevizi
iceren kiiltiir ortaminda lipaz iiretimi i¢in en uygun pH 6, bugday kepegi ve piring
kepegi ortaminda ise pH 7 olarak bulunmustur. Calismada kullanilan tiim substratlar
icin maksimum lipaz iretiminin %60’lik nem oraninda basarildig1 tespit edilmistir.

Saflagtirilan enzimin molekiil agirligi 49,1 KDa olarak belirlenmistir.

Pratuangdejkul and Dharrnsthiti (2000) ¢alismalarinda islenmemis siitten izole ettikleri
Acinetobacter calcoacetius LP009 bakterisiyle lipaz {iretimini ve {iretilen lipazin
saflastirmasin1 ve karakterizasyonunu gerceklestirmistir. Lipaz iiretimi i¢in optimum
sartlarm  15°C sicaklik, 200 rpm’ lik c¢alkalama hizi ve %]1’lik Tween-80
konsantrasyonu oldugunu belirlemislerdir. Saflastirilan lipazin molekiiler agirligr 23
kDa olarak tespit edilmistir. Bu enzim i¢in maksimum aktivite pH 7,0’de ve 50°C’de

tespit edilmistir. Kararli kaldigi pH 4.0 - 8.0 aralig1 olarak belirlenmistir.

Lin et al. (2006), ¢alismalarinda siv1 kiiltiir ortaminda Antrodia cinnamomea ile lipaz
iiretimi lizerine ¢evresel (sicaklik ve pH gibi) ve besinsel (karbon, azot, ve mineral
kaynaklar gibi) kiiltiir sartlarinin etkisini test etmistir. Lipaz tiretimi i¢in optimum pH’y1
5,5 sicakligr ise 25°C olarak belirlemislerdir. Besinsel faktér olarak da %5 gliserol,

%0,5 sodyum nitrat ve %0,1 tiamin’in en iyi sonuglar1 sagladigini tespit etmislerdir.

Joseph (2006) calismasinda iki farkli bakteriden cold-active lipaz iiretimi {izerine
besinsel ve ¢evresel faktorlerin etkisini arastirmustir. Bacillus sphaericus MTCC 7526
ve Microbacterium phyllosphaerae MTCC 7530 bakterileriyle cold aktif lipaz tiretimi
i¢in optimum pH 8.0, optimum sicaklik ise 15°C olarak belirlenmistir. 11k bakteri i¢in

optimum inkiibasyon siiresi 48 ikinci bakteri iginse 36 saat olarak belirlenmistir.
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Iftikhar et al. (2011) c¢alismasinda Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum,
Rhizopus microsporus, Mucor mucedo, Alternaria alternata, Trichophyton sp.,
Fusarium semitectum, Curvularia sp., gibi bazi kiiflerin ektraselliiler lipaz aktivitelerini
arastirmistir. Trichophyton sp. susunun maksimum lipaz tiretimi sagladigi belirtilmistir.

Uretim icin optimal degerlerin pH 7 ve 30°C oldugunu gdstermislerdir.

Bacillus sp. RKY?3 susu ile alkalin proteaz iiretimi iizerine gergeklestirilen bir ¢aligmada
maya ekstrati, msir maserasyon sivisi, misir nisastasit ve inokiiliim hacminin enzim
verimi lizerine etkisi arastirilmistir. Enzimin miktar1 optimize edilmis fermentasyon
kosullart altinda 939 u/ml, optimize edilmemis fermentasyon kosullart altinda ise 417

u/ml bulunmustur (Reddy et al. 2008).

Ramesh et al. (2009) aktinomisetlerin alkalin proteaz iiretme kapasitelerini arastirmis ve
bunlar arasinda da Streptomyces fungicidicus MML1614 maksimum enzim iiretimi
sagladigini belirtmislerdir. Bu mikroorganizmanin teshisini 16S rRNA sekans analizine
gore gerceklestirmistir. Mikroorganizmanin pH 9 ve 40°C’de maksimum aktivite
gosterdigini bununla birlikte pH 11 ve 60°C’ye kadar aktivitesinin stabil kaldigim

ortaya ¢ikarmistir.

Haddar et al. (2009) Bacillus mojavensis A21 bakterisinden elde ettigi proteazin
detarjan endiistrisi ve tavuk tlyliniin hidrolizinde kullanilabilirligini arastirmistir.
Optimum pH’nin 8-11 ve optimum sicakligin da 60°C oldugunu belirtmistir. Saf
proteazin iyonik olmayan (%5 Tween 80 ve %5 Triton X-100) ve iyonik olan (%1 SDS)
siirfanktantlara ve okside edici ajanlara kars1 stabilite gosterdigini ortaya ¢ikarmustir.
Cesitli kat1 (7 mg/ml) ve s1vi (%1; v/v) deterjanlarda 30-50°C arasinda etkili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermistir.

Prakasham et al. (2006) bitkisel atiklar lizerinde kat1 hal fermentasyonunda Bacillus sp
bakterisiyle alkalin proteaz iiretimini gerceklestirmistir. %1,5 maltoz ve %2 Maya
ekstrat1 ilavesinin kontrole oranla %371’lik enzim artis1 sagladigini, inorganik azot

kaynaklariin da az da olsa enzim iiretimini azalttigini belirtmistir. Diger en uygun
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fermantasyon parametrelerinin ise pH 9.0, %140’lik nem ve 60 saatlik inkiibasyon
stiresi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Diger taraftan enzim {iretiminin bakteri bliytimesiyle

alakal1 oldugunu da rapor etmistir.

Adinayara et al. (2003) Bacillus subtilis PE-11 bakterisinden sicakliga karsi dayanikli
olan alkalin proteazi amonyum siilfat muamelesi ve Sephadex G-200 jel kromotografisi
ile saflagtirmistir. Enzimin sodyum dodecyl sulfat poly-acrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) de diisiik molekiiler agirliga sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayni
enzimin substrat olarak kazein varliginda 60°C ve pH 10°da en aktif oldugunu
belirtmistir. Enzimin 350 dakikalik inkiibasyondan sonra bile 60°C yaklagik olarak
%100 stabil kaldigimi rapor etmistir. Ca*? , Mg ve Mn*? iyonlarmin enzimin
aktivitesini artirdi@in1 gostermistir. Diger taraftan phenylmethyl sulphonyl fluoride
(PMSF) ve diisopropyl fluorophosphates (DFP)’in enzimi inhibe ettigi fakat ethylene
diamine tetra acetic acid (EDTA)’nin enzim iiretimi iizerine hicbir inhibisyon etkisi

olusturmadigini belirtmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucu farkli cold aktif lipaz tireten mikroorganizmalar i¢in ¢esitli
tiretim parametleri belirtilmistir. Bunlara 6rnek olarak; Bacillus sphaericus MTCC 7526
bakterisinde cold aktif lipaz tiretim aktivite parametreleri, karbon kaynagi olarak laktoz/
tributyrin, azot kaynagi olarak pepton kullanilarak pH 8, sicaklik 15°C, inkiibasyon
sliresi 48 saat olarak belirtilmistir. Microbacterium phyllosphaerae MTCC 7530
bakterisinde cold aktif lipaz iiretim aktivite parametreleri ise, karbon kaynagi olarak
tributyrin/laktoz, azot kaynagi olarak pepton kullamilarak pH 8, sicaklik 15°C,
inkiibasyon siiresi 36 saat olarak belirtilmistir (Joseph 2006)

Arastirmacilar, mevcut calismalarinda Antartika’da deniz sedimentlerinden izole
ettikleri psikrotolerant 6zellige sahip Guehomyces pullulans mayasi ile B-galaktosidaz
enzimini Uretmeyi amaglamistir. Besiyeri ve kiiltiir kosullarinin optimizasyonundan
sonra, maya susunun flask (erlenmayer) ortaminda 120 saatlik optimum inkiibasyon
periyodunda 17.2 U/mL, 2 L’lik fermentér ortaminda ise 144 saatlik inkiibasyon

periyodunda 25.3 U/mL B-galaktosidaz iirettigini belirlenmistir. Uretilen enzimin
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aktivitesi i¢in en iyi pH degerinin 4, en iyi sicakligin ise 50°C oldugunu rapor

etmiglerdir (Song et al. 2010).

Taskin et al. (2015) ¢alismasinda psikrotolerant mayalarla proteini giderilmis peynir altt
suyundan lipit iiretimini gergeklestirmeyi amaclamistir. izole edilen toplam 11 maya
susu arasinda en iyi lipit {iretici izolati B9 olarak belirlemis ve bu izolat1 da Yarrowia
lipolytica olarak teshis etmistir. Y. lipolytica B9 ile maksimum lipit diretimi igin
optimum kiltiir kosullarin1 3 ml lik inokulum hacmi, pH 5.5, 15°C’lik sicaklik, 15
g/L’lik ilave laktoz konsantrasyonu ve 120 saatlik inkiibasyon periyodu olarak tespit
etmistir. Diger taraftan, ilave azot ve fosfor kaynaklarinin lipit tiretimini 6nemli 6l¢iide
azalttig1 gosterilmistir. 15°C’de iretilen lipitlerin doymus ve doymamis yag asidi
igerikleri sirastyla 9%19.46 ve %80.54 olarak tespit edilmistir Mayanin yag asitlerini
oleik asit (%54.76), palmitik asit (%19.46), palmitoleik asit (%17.76) ve cis-10-
heptadekanoik asit (%8.02) olarak rapor edilmistir.

Amaretti et al. (2010) psikrofilik 6zellige sahip oleaginous Rhodotorula glacialis
DBVPG 4785 mayasin sicakliga ve glikoz konsantrasyonuna bagli olarak yag asidi
profilinin degisimini arastirmistir. Mayanin -3°C ve +20°C araligindaki sicakliklarda
gelistigini belirtmislerdir. Artan glikoz konsanrasyonunun diger bir degisle yiiksek
karbon/azot oranminin lipogenezi artirdigini  gostermislerdir. 120 g/L  glikoz
konsantrasyonunda 19 g/L lipit iretilebildigini ve kuru agirlik bakimindan bu lipit
miktarinin biyokiitlenin %68’ini meydana getirdigini ifade etmislerdir. Yiiksek glikoz
konsantrasyonu ve sicakliklarda doymamis yag asitlerinin iiretiminin azaldigini

belirtmislerdir.

Taskin (2013), persimmom meyvesinden tannaz ve pektinaz aktivitesi yiiksek olan olan
yeni bir Rhodotorula glutinis susunu lokal olarak izole etmistir. Bu mayanin pektinaz
aktivitesini esas olarak polygalakturonaz enziminin olusturdugu belirtilmistir. Bu
susunda pektin metil estaraz enzim aktivitesinin mevcut olmadigr tespit edilmistir.
Ayrica, bir baska pektinaz grubu enzim olan pektin liyaz enziminin aktivitesinin ise ¢ok

az oldugu belirlenmistir. Mayanin immobilize ve serbest hiicreleriyle poligalaktronaz ve
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tannaz enzimleri tretilmistir. Serbest hiicreler kullanildiginda poligalaktronaz ve tannaz
aktiviteleri 26.9 ve 15.2 U/mL olarak bulunmustur. immobilize hiicreler kullanildiginda
ise poligalaktronaz ve tannaz aktiviteleri 28.6 ve 19.8 U/mL olarak oOl¢iilmiistiir.
Immobilize hiicrelerin 13 kez tekrarli olarak enzim aktivitesinde kayip olmadan
kullanilabilmistir. Bununla birlikte, 14-18 kez kullanim sirasinda aktivitede biraz
azalmanin oldugu belirlenmistir 18. tekrarin sonunda toplam 503.1 U/mL

poligalaktronaz, 349.6 U/mL tannaz tiretildigi belirtilmistir.

Arastirmaci, bu calismasinda protein igerigi bakimindan zengin bdcegin (Locusta
migratoria) Geotrichum candidum OC-7 mayasiyla invertaz enzimi iiretiminde substrat
olarak kullanilabilirligini test etmistir. Uretiminde verimi artirmak icin sonuglari
Taguchi istatistik metoduna gore de optimize etmistir. Bu metotta dort faktorii (bocek
biyokiitle konsantrasyonu, siikroz konsantrasyonu, pH ve fermentasyon zamani) analiz
etmistir. Invertaz iiretimi icin optimum parametreleri 30 g/L bocek biyokiitle, 20 g/L
stikroz, pH 6.0 ve 48 saatlik inkiibasyon periyodu olarak belirlemistir. Kiiltiirdeki enzim
aktivitesi (30.12 U/ml), Taguchi yontemi ile tahmin edilen enzim aktivitesine (30.56
U/mL) son derece yakin bulunmustur. Enzim iiretimi iizerine en pozitif etki (%71.96)
bocek biyokiitlesi ve bunun ardindan da siikroz (%13.96) i¢in gozlenmistir (Canli et al.
2013).

Aydogan et al. (2014) ¢alismasinda ekstraselliilar invertaz aktivitesine sahip olan yeni
maya suslarini izole etmeyi denemistir. Izole ettigi en iyi maya izolatim da sodyum
alginat igerisinde immobilize etmistir. Daha sonra da immobilize edilen hiicrelerle
tampon sistemlerinde invertaz iiretimini gergeklestirmistir. Sodyum asetat ve potasyum
fosfat tampon sistemlerine oranla tris tampon sisteminde daha ytiksek invertaz aktivitesi
elde edildigini belirtmislerdir. Tris tampon sistemini ise 30 g siikroz sekerini 1 L tris
tamponu icerinde ¢dzerek hazirlamistir. Immobilize hiicrelerle tris-siikroz tampon
sisteminde invertaz iiretimi i¢in optimal sicaklik, pH ve inkiibasyon siirelerini sirasiyla
35°C, pH 8.0 ve 36 saat olarak belirlemistir. Bu kosullar altinda maksimum invertaz
aktivitesi 28.4 U/mL olarak belirlenmistir. Immobilize hiicreler hicbir aktivite kaybi
olmadan steril tamponda art arda 14, steril olmayan tamponda ise 12 kez
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kullanilabilmistir. Bu sayede de iiretimin steril olmayan tampon sisteminde de

yapilabilecegini gostermislerdir.

Mukhopadhyay et al. (2005) Aspergillus niger kiifiiniin serbest ve immobilize edilmis
hiicreleriyle glukonik asit iiretmeyi denemistir. Immobilizasyon i¢in poliiiretan koptik
kullanmistir. Immobilize edilmis hiicrelerle %9.5 laktoz ve %0.5 glikoz igeren peynir
alti suyu ortaminda 92, serbest hiicreler ile 69 g/L glukonik asit iiretilebilecegi

gosterilmistir.

Shivakumar (2012), calismasinda Bacillus sp. Y bakterisinin serbest ve immobilize
hiicrelerini kullanarak amilaz ve alkalin proteaz enzimlerinin birlikte iiretimini (co-
production) test etmistir. Her iki enzimin iiretiminin sodyum alginat ile immobilize
edilmis hiicreler kullanildiginda arttigini belirlemistir. Maksimum amilaz iiretimi
%4’lik, maksimum proteaz TUretimi ise %?2’lik sodyum alginatla basarilmistir.
Immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere oranla amilaz iiretiminde 1.21, proteaz
iiretiminde ise 2 katlik bir artis sagladigi gosterilmistir. Immobilizasyon ydnteminin
amilaz ve proteaz Uretimi i¢in gerekli olan inkiibasyon siiresini de azalttig1 tespit
edilmistir. Serbest hiicreler kullanildiginda 1232 U/mL amilaz aktivitesinin 24 saatte,
immobilize hiicreler kullanildiginda ise 1196 U/mL aktivitenin 24 saatte, serbest
hiicrelerle 23 U/mL’lik proteaz aktivitesine 72 saat, immobilize hiicrelerle 47 U/mL’lik
proteaz aktivitesine ise 16 saat icerisinde ulasilabilecegi belirtilmistir. Maksimum enzim

aktiviteleri i¢in 100 adet yatak sayisinin en elverisli oldugu belirtilmistir.

Kamzolova et al. (2005) ¢alismasinda farkli Yarrowia (Candida) lipolytica suslarini
kullanarak hayvansal ve bitkisel orijinli (kolza) yaglar {izerinde lipaz ve sitrik asit
tiretimini test etmistir. Test edilen 30 maya arasinda maksimum lipaz {iretimi (2760
U/mL) Y. lipolytica 704, fakat maksimum sitrik asit iiretimi ise Y. lipolytica 187/1 ile
elde edilmistir. Lipaz ve sitrik asit iiretimi i¢cin kolza yaginin ve bu yaginda 5 gr/lt

tizerindeki konsantrasyonlarinin daha uygun oldugu gosterilmistir.
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Loperena et al. (2012) Antartika’da izole edilen mikroorganizmalar tarafindan tiretilen
ekstraselliiler enzimler arastirilmistir. Antartik ortamlarda psikrofil veya psikrotrof
olarak da bilinen mikroorganizmalarin iyi bir sekilde hayatlarini siirdiiriilebildigi
gorilmistir. Instituto Anta'rtico Uruguayo tarafindan Antarktika da yapilan
calismalarda 518 c¢esit Antarktika mikroorganizmast izole edilmistir. Calismalar
sirasinda hava, buz, deniz ve tath su, toprak, sediment, kus ve deniz hayvan digkisi, 6l
hayvanlar, yosun, bitki, kaya ve mikrobiyal paspaslar i¢inde asili partikiillerden 6rnekler
alinmistir. Yapilan calismada Antartika’da izole edilen 161 tane mikroorganizmalarin
(120 bakteri, 31 maya ve 10 ipliksi mantarlar) enzimatik aktiviteleri rapor edilmistir.
Enzimatik performanslar1 4 ile 20°C’de degerlendirilmistir. Maya ve bakterilerin ¢ogu
4°C’ye gore 20°C’de daha 1yi biiyiidiigii gozlemlenmesine ragmen mantarlarda ise tam
tersi goriilmiistlir. Calismalar sirasinda bakterilerde cogunlukla amilaz, lipaz ve proteaz
aktiviteleri bulunmustur. izole edilen mayalar ve mantarlarda ise lipaz, seliilaz ve
jelatinaz aktiviteleri gozlemlenmistir. Calismalarda Pseudomonas spp., Psychrobacter
sp., Arthrobacter spp., Bacillus sp. ve Carnobacterium sp gibi izole edilen bakterilerin
enzimatik aktiviteleri 16S rRNA ile tanimlanmistir. Birden fazla enzimatik aktivite
gOsteren maya ve mantar tiirleri ise Cryptococcus victoriae, Trichosporon pullulans ve

Geomyces pannorum tiirlerine ait oldugu yapilan ¢alisma sirasinda belirlenmistir.

Ertugrul et al. (2007) zeytinyag atik sularindan lipaz iiretme kapsitesine sahip Bacillus
sp. izole etmis ve bu bakteri ile lipaz iiretimi igin kiiltlir sartlarinin optimizasyonunu
gerceklestirmistir. Deneyler sonucunda maksimum lipaz aktivitesinin pH 6’da
gerceklestigini belirlemistir. Triolein, trimiristin, trilorin, tricaprin, trikaprilin, tributyrin,
triasetin, Tween-80, OMW, glukoz, ve peynir alt1 suyu gibi farkli bilesimler kullanildigi
ortamlar arasinda en fazla lipaz aktivitesi %20 peynir alti suyu + %1 Trioleinde

bulunmustur.

Haba et al. (2000) yilinda yapilan baska bir ¢alismada ise segici substrat olarak kizartma
yag1 kullanilarak lipaz salgilayan bakterilerin izolasyonu arastirilmistir. Calisma
sirasinda 47 gesit bakteri ve maya incelenmis olup bunlardan Pseudomonas, Bacillus,

Candida, Rhodococcus, and Staphylococcus atik yagda tirliyerek lipolitik aktivite
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gostermistir. Pseudomonas sp. 3AT ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 111 ise

sirasiyla 2748 U/L ve 1703,8 U/L ile en fazla iiremeyi gosterdigi bulunmustur.

Veerapagu et al. (2013) tarafindan yapilan g¢alismada ise topraga dokiilen yaglar
lizerinden bakteriyal lipaz izlemesi, {liretimini, sec¢ilmesi, tanimlanmasi, tretimi ve
optimizasyonu arastirilmistir. Caligma sirasinda yag isleme fabrikalarindan yag dokiilen
topraktan bakteriyel lipaz iireticileri izole edilmistir. Caligsmalar sirasinda izole edilen 20
tane tiirtin bir tanesi morfolojisine, fizikokimyasal 6zelliklerine gére ve 16s rRNA dizisi
g0z Online alinarak digerlerine gore daha fazla lipaz aktivitesi gostermistir. Caligmada
kulugka siiresi, ortam pH’1, sicaklik, calkalama, inokulum, konsantrasyon, karbon ve
azot kaynagmin lipaz iiretimine etkileri incelenmistir. Bir lipaz iireten bakteri olan
BLP2 Pseudomonas gessardii’nin 37°C, pH 7 ve 48 saat sonunda maksimum lipaz
rettigi caligmalar sirasinda gozlemlenmistir. Ayni bakteri ortama %1 proteaz pepton
eklendigi zaman enzimatik iretimin 168,7 Uml-1 olarak artig1 gozlemlenmistir. Yapilan
calismalar sonucunda Pseudomonas gessardii’nin endiistriyel diizeyde ekstraseliiler

lipaz iiretiminde ¢ok uygun oldugu goriilmiistir.

Mobarak et al. (2011) tarafindan yapilan ¢aligma sirasinda lipaz tiretiminde yeni olarak
tanimlanan Pseudomnas aeruginosa KM110 bakterisinin izolasyonu ve tanimlanmasi
yapilmistir. En fazla lipaz aktivitesine sahip olan bakterinin biyokimyasal ve 16S rRNA
gen dizisi ile belirlenmistir. Calismalarda genel olarak 3 kat artirilmis lipaz tretimi
(0,76 U mL-1) tiretim ortaminin kosullarinin iyilestirilmesinden sonra elde edilmistir.
Maksimum enzim iiretimi i¢in substratin zeytin yagi ve pepton oldugu bulunmustur.
Ayrica yapilan ¢alismalarda maksimum lipolitik aktivite 45°C’de gozlemlenmistir. pH 8
ise en yiiksek stabilite olmasina ragmen aktivite gozlemlenmemistir. Calismalarda pH
7,0-10,0 araliginda aktivite gozlemlenmistir. Ayrica yapilan c¢aligmalar sirasinda
ortamda bulunan 1 mM %32 lik Zn*? ve %27’lik Cu+2 lipaz aktivitesini inhibe
etmektedir. Ortamda bulunan %1°lik SDS (Sodyum dodesil siilfat, bir ¢esit biyolojik
deterjan) %29 oraninda enzim kaybina yol actig1 gbzlemlenmistir. Fakat Triton X-100,
Tween-80 ve DMSO’nun inhibisyona herhangi 6nemli bir etkisi yapilan ¢aligmalarda

gozlemlenmemistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Mayalarin izolasyonu

Mevcut calismada, maya izolasyonu 2014 ve 2015 yillar kis sezonunda Erzurum ilinde
buz altindan toplanan toprak drneklerinden gerceklestirilmistir. Izolasyon besiyeri 20
ml/ L tributyrin, 3 g/L amonyum siilfat, 1.5 g/ KH,PO,4, 0.5 g/L MgSQO,, 0.01 g/L
CaCl,, 0.01 g/L NaCl, 0.003 g/L FeSO,4, 20 g/L agar-agar ve 1ml/L iz element
soliisyonu (8 mg/L ZnSO4, 6 mg/L MnSO,4 and 0.3 mg/L CuSO,) igerecek sekilde
dizayn edilmistir. Besiyerinin pH’s1 mayalarin gelismesine imkan verebilecek olan
6.0’lik degere ayarlanmistir. Mayalarin izolasyonu i¢in her toprak 6rneginin 1 gr’mi 10
ml steril fizyolojik su igerisinde ¢oziilmiis ve elde edilen siispansiyon vorteks edildikten
sonra yine steril fizyolojik su ile seyreltilmistir. Daha sonra, hazirlanan 107 itk diliisyon
orneginin 0.1 ml’si steril bir ekiivyon yardimiyla petriler icerisindeki izolasyon besiyeri
(15 ml) tizerine yayilmigtir. Bu sekilde hazirlanan ¢ok sayida besiyeri asilandiktan sonra
+4°C’de 15 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon peryodu igerisinde
besiyeri iizerinde gelisen mayalar yine izolasyon besiyeri iizerinde alt kiiltiire alinarak
saflastirilmistir. En son olarakta saflastirilan izolatlar kullanilincaya kadar malt ekstrat

agar (MEA) besiyeri iceren yatik agar kiiltiiriinde +4°C’de buzdolabinda saklanmastir.

3.2. Mayalarin Lipaz Uretme Yetenekleri Acisindan Taranmasi

Bu asamada saflagtirillan 42 izolat lipaz iiretme yetenekleri agisindan on tarama
(screening) islemine tabi tutulmustur. Tarama islemleride bazal besiyerinin 100 ml’sini
iceren 250 ml’lik flasklar igerisinde gerceklestirilmistir. Bazal besiyerine izolasyon
besiyerinden farkli olarak tribiitirin yerine atik kizartma yagi lipaz susbtrati olarak
konulmustur. Yine izolasyon besiyerinden farkli olarak bazal besiyerine agar ilavesi

yapilmamuistir. Bu besiyerinde pH’s1 yine 6.0’a ayarlanmistir.
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Tarama isleminden 6nce her maya izolat1 i¢in malt ekstrat broth (MEB) besiyerinin 100
ml’sini iceren flasklar igerisinde on kiiltiir (seed culture) hazirlanmistir. On kiiltiir
hazirlanmasi sirasinda inkiibasyon siiresi 48 saat, calkalama hiz1 150 rpm ve inkiibasyon
sicaklign 15°C olarak segilmistir. Inkiibasyon periyodunun sonunda esit inokulasyonun
saglanmast acisindan her izolat igin kiiltiir ortamimin yogunlugu 600 nm’de 2.0
absorbans’a ayarlanmistir. Daha sonra bu yogunluga sahip kiiltiirlerin 1 ml’si tarama
besiyerinin asilanmasi amaciyla kullanilmistir. Tarama c¢alismalari sirasinda besiyerleri
ilk 6nce otoklavda steril edilmis ve 15°C’de sogumaya birakilmistir. Soguma isleminin
ardindan yukarida belirtilen miktarda on kiiltiirler agilanmistir. Asilanan besiyerleri de
calkalamali inkiibatorde yine 48 saat siireyle, 150 rpm ve 15°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon periyodu sonunda kiiltiirden alinan &rnekler lipaz aktivitesi
bakimindan analiz edilmistir. Tarama deneyleri sonucunda en iyi lipaz {iretici izolatin
HL25 kodlu maya oldugu tespit edilmistir. Bu maya izolatt VITEK 2 sistemi
kullanilarak Rhodotorula glutinis olarak teshis edilmistir. Calismanin takip eden

asamalar1 bu maya ile gerceklestirilmistir.

3.3. Serbest Hiicrelerle Lipaz Uretimi

Calismanin bu asamasinda lipaz iiretici en iyi izolat olan R. glutinis HL25’in serbest
hiicreleri kullanilmistir. Serbest hiicrelerele liretim caligmalari yine tarama besiyeri
(bazal besiyeri)’nin 100 ml’sini igeren 250 ml’lik flasklar icerisinde gerceklestirilmistir.
Tarama deneylerinde oldugu gibi bu asamada da test mayasi icin MEB besiyeri
icerisinde On kiiltiir hazirlanmis ve steril bazal besiyeri bu 6n kiiltiirle asilanmistir.
Serbest hiicrelerele lipaz iiretimi boyunca sirasiyla en uygun sicaklik (10, 15, 20, 25, 30
and 35°C), pH (pH 3-9), inokulum hacmi (1-5 ml/100 ml ya da 10-50 mL/L), atik yag
konsantrasyonu (10-60 mL/L), siirfaktant konsantrasyonu (Twee- 80 ve Triton X-100
icin 1-12.5 mL/L aras1) ve inkiibasyon siireleri (12 saat aralikla 108 saate kadar) test
edilmistir. Bu asamadaki deneyler calkalamali inkiibatorde 150 rpm’lik ¢alkalama

hizinda gerceklestirilmistir.



20

3.4. Iimmobilize Edilmis Hiicrelerle lipaz Uretimi

Immobilize hiicrelerin hazirlanmasi icin ilk 6nce toplam 2 litre MEB besiyeri
hazirlanmigtir. 2 L besiyeri her flaskta 250 mL besiyeri olacak sekilde 500 ml’lik
flasklara (toplam 8 flask) esit olarak dagitilmistir. Bu besiyerleri maya 6n kiiltiiri ile
asilandiktan sonra ¢alkalamali inkiibatorde yine 48 saat siireyle, 150 rpm ve 15°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon periyodu sonunda kiiltiiriin tamami (2 L)
santrifiij edilmis (5000 rpm de 10 dk siireyle) ve elde edilen 1slak hiicreler steril
fizyolojik su ile yikandiktan sonra immobilize hiicre yataklarinin hazirlanmasi i¢in
kullanilmistir. Immobilizasyon igin ii¢ farkli beher kullanilmistir. 1. beher icerisinde
100 ml steril fizyolojik suda %3’liik konsantrasyonda sodyum alginat (sodyum alginik
acid, kod: aldrich 180947) c¢oziilmiistir. Cozme islemi sirasinda sodyum alginat
matriksinin daha iyi karismasini saglamak icin su banyosu icerinde sicaklik uygulamasi
yapilmistir. 2. beherde 100 ml steril fizyolojik su icerisine 20 gr 1slak maya hiicresi
aktarilmustir. Uciincii beherde ise 1 1t kalsiyum klorid soliisyonu (% 2.5’lik)
hazirlanmistir. Beherler igerisindeki karisimlar hazirlandiktan sonra, 2. beherdeki
mikroorganizma silispansiyonu 1. behere aktarilip maya hiicrelerinin matriksle iyice
karismas1 saglanmistir. 1. Beherdeki son maya hiicresi+matriks karigimi (200 mL)
enjektorle cekilip tigiincii beherdeki kalsiyum klorid solusyonuna 5-10 cm ytikseklikten
damlalar halinde birakilmistir. Ugiincii beherde olusan yataklarin iyice sertlesmesi igin
bu yataklar 20 dk siireyle soliisyon icerisinde bekletilmistir. Elde edilen yaklasik 3 mm
capli immobilize hiicre yataklar (yaklasik 120 g) steril fizyolojik su ile yikandiktan
sonra kullanilincaya kadar buz dolabinda saklanmigtir (Taskin 2013; Aydogan et al.
2014; Arslan 2015).

Immobilize edilmis hiicrelerle lipaz iiretimi, serbest hiicrelerle lipaz iiretiminde oldugu
gibi tarama besiyeri (bazal besiyeri)’nin 100 ml’sini igeren 250 ml’lik flasklar i¢erisinde
gerceklestirilmistir. Uretim ¢alismalar1 sirasinda immobilize hiicreler igin sirasiyla en
uygun sicaklik (10, 15, 20, 25, 30 and 35°C), pH (pH 3-9), yatak miktar1 (50-250 g/L),
atik yag konsantrasyonu (10-60 mL/L), stirfaktant konsantrasyonu (Tween 80 ve Triton

X-100 i¢in 1-12.5 mL/L aras1) ve inkiibasyon siireleri (12 saat aralikla 108 saate kadar)
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test edilmistir. En son olarak da belirlenen optmum kosullarda immobilize edilmis
hiicrelerin (yatak=beads) art arda kag kez kullanilabilecegi aragtirllmistir (Garbayo et al.
2004; Ahmed 2008; Aydogan et al. 2014; Unver et al. 2015)

3.5. Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirlerden alinan 10 ml 6rnek 5000 rpm’de 5 dk
siireyle santrifiij islemine tabi tutulmus ve ardindan hiicreler uzaklastirilmistir. Elde
edilen siipernatant lipaz kaynagi olarak kullanilmistir. 15 ml’lik santrifiij tliptine 100 pl
numune, 1000 pl substrat (0,013 M p-nitrofenil palmitat) ve 1000 pl tampon (0,05 M
KoHPO, tamponu pH 8) eklenerek 30°C’de 5 dk inkiibe edilecektir Reaksiyonun
durmasi i¢in 2000 pl 0,5 M Na,CO3 ¢ozeltisi eklenecek ve 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir (Hung et al. 2003). Siipernantantin 410 nm’de absorbansi dl¢iilmiis ve enzim

aktivitesi 15,000 (uM-1cm-1) absorbtivite katsayisi kullanilmistir

3.6. istatistiksel Analiz

Calisma, her bir uygulamadan en az ii¢ 6rnek (3 paralel) yapildiktan sonra elde edilen
en az 3 degerin ortalamasi sonug¢ olarak kabul edilmistir. Sonuglarin karsilagtirilmasi,
SPSS 13.0 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile
yapilmis, P<0.05 6nem seviyesinde Duncan’in Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Lipaz Ureten Mayalarin izolasyonu ve Taranmasi

Farkli toprak orneklerinden gergeklestirilen izolasyon ¢alismalar1 sonucunda besiyeri
tizerinde gelisen maya kolonileri alt kiiltiire alinarak saflastirilmis ve bu sekilde toplam
42 maya izole edilmistir. Bu maya izolatlar1 daha sonra tarama deneyine tabi tutularak
en iyl lipaz Tzretici izolatin belirlenmesine c¢alisilmistir. 15°C’lik  sicaklikta
gerceklestirilen tarama deneyleri sonucunda 34 izolatin 9.0 U/L’nin altinda 8 izolatin ise
bu degerin lizerinde lipaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bu yiizden Cizelge
4.1°de sadece 8 izolatin lipaz aktivite degerleri verilmistir. 8 izolat arasinda ise en iyi
lipaz freticisinin (13.6 U/L) HL25 kodlu kirmizi-turuncu renkli izolatin oldgu
belirlenmistir. Bu izolatta Rhodotorula glutinis olarak teshis edilmis ve ¢alismanin takip

eden asamalarinda kullanilmistir.

Cizelge 4.1. Farkl toprak 6rneklerinden izole edilen mayalarin lipaz aktiviteleri

Izolat kodu Lipaz aktivitesi (U/L)
HL4 9.g*020"

HL7 12.9*93%

HL13 11.5%0%¢

HL25 13.6"%%

HL29 12.759%P

HL35 11.8*0¢

HL36 10.9*"1%

HL40 10.2*020

*Biitiin degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitlinda ayni kiigiik harfler ile gosterilen degerler
arasindaki fark, istatistiksel olarak onemli degildir (p<0,05). Tarama sartlari: Sicaklik=15°C, pH=6.0,
calkalama hiz1i=150 rpm, inkiibasyon siiresi = 48 saat, inoculum hacmi=10 mL/L ve atik zeytin yagi=30
mL/L. Besiyerine surfaktant eklenmemistir
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4.2. R. Glutinis HL25’in Serbest ve Immobilize Edilmis Hiicreleriyle Lipaz Uretimi

Calismanin bu asamasinda serbest ve immobilize edilmis hiicrelerle lipaz iiretimi i¢in
ilk olarak en uygun sicaklik arastirilmistir. Bunun i¢inde 10-40°C arasindaki sicakliklar
test edilmistir. Cizelge 4.2’den de goriilebilecegi gibi hem serbest hemde immobilize
hiicreler i¢in maksimum lipaz aktivitesine (sirasiyla 14.5 ve 19.1 U/L) 20°C’de
ulagilmigtir. Hem serbest hem de immobilize hiicreler i¢in ikinci en yiiksek lipaz
aktivitesi 15°C’de elde edilmistir. Her iki hiicre tipi i¢inde 10°C’de lipaz aktivitesi tespit
edilmistir. Ayrica, mayanin hem serbest hem de immobilize hiicrelerinin diisiik
seviyelerde de olsa 35 ve 40°C’de biiylime ve lipaz liretme potansiyeline sahip oldugu
goriilmustiir. Diger taraftan, disiik (10°C) ve yiiksek sicakliklarin (40°C) immobilize
hiicrelerin lipaz aktivitesini daha az etkiledigi tespit edilmistir. Ornegin, sicaklik
35°C’den 40°C cikartildiginda serbest hiicrelerin lipaz aktivitesinde %40.4, immobilize

hiicrelerinkinde ise %33.7’lik bir azalma ortaya ¢ikmustir.

Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz liretimi tizerine sicakligin etkisi

Sicaklik (°C) Lipaz aktivitesi (U/L)
Serbest hiicreler Immobilize hiicreler

10 3.6°0% g.7+022dA

15 13.5i0.48bB 18.2:&1.05aA

20 14511928 19,1004

25 1140408 16.7°2004

30 8.9i0'36dB 12.3i0.35cA

35 5.2+0-20eB g.g*0-44dA

40 3 . lio.l 5fB 5. 9i0.40eA

*Biitlin degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitiinda aym kiiglik harfler, ayni satirda ise ayni biiyiik
harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark, istatistiksel olarak 6nemli degildir (p<0,05). Kiiltiir sartlar1:
pH=6.0, ¢alkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 h, inoculum hacmi=serbest hiicreler i¢in 10
mL/L immobilize hiicreler iginse 50 g yatak /L ve atik kizartma yagi=30 mL/L. Besiyerine surfaktant
eklenmemistir.
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Sekil 4.1. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz liretimi iizerine sicakligin etkisi

*Kiiltlir sartlari: pH= 6.0, ¢alkalama h1z1i=150 rpm, inkiibasyon siiresi = 48 h, inoculum hacmi= serbest
hiicreler icin 10 mL/L immobilize hiicreler iginse 50 g yatak /L ve atik kizartma yagi = 30 mL/L.
Besiyerine surfaktant eklenmemistir

Sicakligin ardindan test mikroorganizmasi i¢in en uygun kiiltiir pH’s1 arastitilmigtir.
Bunun i¢inde sicaklik 20°C’de sabit tutularak pH 3-9 araligi test edilmistir. Cizelge
4.3’dende goriilebilecegi gibi test mayas1 pH 3-9 araliginda lipaz iiretme kapasitesine
sahip olsa da hem serbest hem de immobilize hiicreler i¢in maksimum lipaz aktiviteleri
pH 6.0°da elde edilmistir. Diger taraftan asir1 asidik ve asir1 alkali pH’larin immobilize
hiicrelerin lipaz aktiviteleri lizerinde daha az inhibisyon etkisine neden oldugu
goriilmiistiir. Ornegin, besiyerinin pH’s1 8 den 9’a ¢ikarildiginda serbest hiicrelerin lipaz
aktivitesinde yaklasik %61.1°1ik bir azalma goriiliirken bu azalma immobilize hiicreler

icin %47.3 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz tiretimi iizerine pH nin etkisi

pH Lipaz aktivitesi (U/L)
Serbest hiicreler Immobilize hiicreler

3 3 650 5E g 75020ax

4 9l3:l:0.3()CB 13.3:&0.550A

5 17 30508 17 SHIHA

5 12 S4B 19 (=1 0534

7 11.6:!:0.45[)3 16.8:!:0.35bA

3 7 =208 17 950a5A

9 2.8:|:0.11ﬂ3 6l8:I:0.129A

*Biitlin degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitiinda ayn1 kiiciik harfler, ayni satirda ise ayn1 biiyiik
harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemli degildir (p<0,05). Kiiltiir sartlari:
sicaklik=20°C, ¢alkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi = 48 h, inoculum hacmi= serbest hiicreler igin
10 mL/L immobilize hiicreler iginse 50 g yatak /L ve atik kizartma yagi = 30 mL/L. Besiyerine surfaktant
eklenmemistir.

30
e —8-Serbest hiicreler —®-immobilize hiicreler
23
=}
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Z 135
—
= |
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=
5
[J ] ] ] ] ] ] L]

pH

Sekil 4.2. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi iizerine pH nin etkisi

*Kiiltiir sartlar:  sicaklik=20°C, c¢alkalama hiz1i=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 h, inoculum
hacmi=serbest hiicreler i¢in 10 mL/L immobilize hiicreler iginse 50 g yatak /L ve atik kizartma yagi=30
mL/L. Besiyerine surfaktant eklenmemistir.
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Calismada serbest hiicreler i¢in en uygun inokulum hacmi, immobilize hiicreler iginde
en uygun immobilize hiicre konsantrasyonu (yatak miktar) test edilmistir. Bu sekilde de
serbest ve immobilize hiicreler icin en uygun hiicre yogunlugu belirlenmeye
calisilmistir. Cizelge 4.4’den de goriilebilecegi gibi serbest hiicreler maksimum lipaz
aktivitesi (28.3 U/L) 40 mL/L inokulum hacminde gostermistir. Immobilize hiicreler
icinse maksimum lipaz aktivitesine (35.5 U/L) 150 g sodyum alginat yatagi/1 litre
besiyeri eklenen besiyerinde ulasilmistir. Daha diisiik veya yiiksek inokulum

hacimlerinin ve yatak sayilarinin lipaz aktivitesini azalttig1 goriilmustiir.

Cizelge 4.4. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi iizerine hiicre yogunlugunun
etkisi

Serbest hiicreler Immobilize hiicreler
Inokulum miktar1 | Lipaz aktivitesi | Yatak miktari (g/L) | Lipaz aktivitesi
(ml/L) (U/L) (U/L)
10 14 75060 50 19 o103
20 19.7*070¢ 100 2847090
30 24l6:l:0.90b 150 35.5:l:1.3521
40 28.3*100a 200 28.9*1.00
50 25.1*0-~0 250 19.3*070¢

*Biitlin degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitiinda ayni kiiciik harfler, ayni satirda ise ayn1 biiyiik
harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p<0,05). Kiiltiir sartlari:
sicaklik=20°C, pH 6.0, ¢alkalama h1z1i=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 h ve atik kizartma yagi=30 mL/L.
Besiyerine surfaktant eklenmemistir.
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Sekil 4.3. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi {izerine hiicre yogunlugunun
etkisi

*Kiiltlir sartlart: sicaklik=20°C, pH 6.0, calkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 h ve atik
kizartma yag1=30 mL/L. Besiyerine surfaktant eklenmemistir.

Serbest ve immobilize hiicrelerin lipaz  aktivitesi iizerine 10-60 ml/L
konsantrasyonlarinda atik kizartma yaginin etkisi de arastirilmistir. Deneyler
sonucunda, yag konsantrasyonunun hem serbest hem de immobilize hiicrelerin lipaz
aktivitesini onemli 6l¢iide degistirdigi tespit edilmistir. Serbest hiicreler i¢in maksimum
lipaz aktivitesi (30.3 U/L) 40 mL, immobilize hiicreler i¢in ise maksimum lipaz
aktivitesi (43.8 U/L) 50 ml yag eklenmis besiyerinde elde edilmistir. Daha diisiik veya
yiikksek yag konsantrasyonlarinda ise lipaz aktivitesini kademeli olarak azalttigi

goriilmiistiir.
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Cizelge 4.5. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi {izerine atik yag

konsantrasyonunun etkisi

Yag konsantrasyonu Lipaz aktivitesi (U/L)
(ml/L) Serbest hiicreler Serbest hiicreler
10 12,7058 19.7#04A

20 24.3:t0.9_0cB 28.4:!:0.9_0dA

30 28.4*40F 35.5°130¢A

20 30.3°0-70B 41 p*T-20bA

50 21.6:t0.42d]3 43.8:I:1.053A

60 1520208 34.3*040A

*Biitlin degerler ii¢ tekrarin ortalamasidir. Aym siitiinda ayn kiiclik harfler, ayn1 satirda ise ayni biiylik
harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (p<0,05). Kiiltiir sartlari:
sicaklik=20°C, pH 8.0, ¢alkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 saat ve inokulum hacmi= serbest
hiicreler i¢in 40 mL/L immobilize hiicreler iginse 150 g yatak /L. Besiyerine surfaktant eklenmemistir.

30

40 1

30 A

Lipaz aktivitesi (VL)

=B-Serbest hilereler

8- immobilize hiicreler

Sekil 4.4. Serbest ve
konsantrasyonunun etkisi

Yag konsantrasyonu (ml /L)

immobilize hiicrelerle lipaz {iretimi tizerine atik yag

*Kiiltiir sartlari: sicaklik=20°C, pH 8.0, calkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 saat ve inokulum
hacmi=serbest hiicreler i¢in 40 mL/L immobilize hiicreler i¢inse 150 g yatak /L. Besiyerine surfaktant

eklenmemistir.
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Optimal yag konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan, lipaz tiretimi {izerine Tween-
80 wve Triton X-100 surfaktantlarmin etkisi arastirilmistir. Cizelge 4.5’den de
goriilebilecegi gibi kontrole oranla (surfactant igermeyen) her iki silirfaktantin hem
serbest hem de immobilize hiicrelerin lipaz aktivitesini énemli Olgiide artirdigi tespit
edilmistir. Ayrica, serbest ve immobilize hiicreler i¢in her iki siirfaktantin optimal
konsantrasyonunun farkli oldugu goriilmiistiir. Ornegin, serbest hiicreler icin maksimum
lipaz aktivitesine 7.5 mL/L, immobilize hiicreler i¢in ise 10 mL/L Tween-80
konsantrasyonunda ulasilmistir. Lipaz dretimi ign Triton X-100in optimal
konsantrasyonu serbest hiicreler igin 5 mL/L, immobilize hiicreler igin ise 7.5 mL/L
olarak belirlenmistir. Diger taraftan, Triton X-100’in lipaz aktivitesini daha fazla
arttirdigi goriilmiistiir. Orne@in serbest ve immobilize hiicreler igin maksimum lipaz
aktiviteleri (swrasiyla 445 ve 664 U/L) 5 ve 7.5 ml/L Triton X-100

konsantrasyonlarinda elde edilmistir.

Cizelge 4.6. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz {iretimi iizerine Tween 80 ve Triton
X-100’1in etkisi

Siirfaktant Siirfaktant c¢esidi Lipaz aktivitesi (U/L)
konsantrasyonu Serbest Serbest hiicreler
(ml/L) hiicreler
0 Kontrol (siirfaktant | 30.4*035B 43,6704
icermeyen)
1 33 75066HB 45 GE0-0KA
55 3650508 49 G0T0A
5 Tween 80 414706008 54.4*T20MA
75 43 =0-75B 5g i1 250A
10 4069958 61 g=100cA
125 30 HE020B 51 3065hA
1 34 60358 47 450T0A
25 37.8d:0.45eB 52.710.52gA
£0.50aB £0.45bA
?5 Triton X-100 gg:gﬂmom 2:63:3:!:0.402!A
10 34 3°92%2hB 5 pE0TSeA
125 51 30-30KB 43 50FIA

*Biitiin degerler li¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitlinda ayni kiigiik harfler, ayn1 satirda ise ayni biiyiik
harfler ile gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6énemli degildir (p<0,05). Kiiltiir sartlari:
sicaklik= 20°C, pH=6.0, ¢alkalama hi1zi=150 rpm, inkiibasyon siiresi = 48 saat, inoculum hacmi= serbest
hiicreler i¢in 40 mL/L immobilize hiicreler i¢inse 150 g yatak /L ve atik kizartma yag1 = 40 mL/L serbest
50 ml/L ise immobilize hiicreler i¢in.
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Sekil 4.5. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi lizerine Tween 80
konsantrasyonlarinin etkisi

*Kiiltlir sartlart: sicaklik=20°C, pH=6.0, calkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 saat, inoculum
hacmi=serbest hiicreler i¢in 40 mL/L immobilize hiicreler iginse 150 g yatak /L ve atik kizartma yagi=40
mL/L serbest 50 ml/L ise immobilize hiicreler igin

B
T
o 60
Z 50
4
Z 40 A
=
% 30
]
20 A
10 A =8~ Serbest hiicreler ~&- immobilize hiicreler
[J Ll Ll Ll Ll Ll Ll
0 1 2,5 5 7.5 10 12,5

Triton X- 100 konsanirasyonu {ml /L)

Sekil 4.6. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi iizerine Triton X-100
konsantrasyonlarinin etkisi

*Kiiltiir sartlart: sicaklik=20°C, pH=6.0, calkalama hizi=150 rpm, inkiibasyon siiresi=48 saat, inoculum
hacmi=serbest hiicreler i¢in 40 mL/L immobilize hiicreler iginse 150 g yatak /L ve atik kizartma yagi=40
mL/L serbest 50 ml/L ise immobilize hiicreler i¢in
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Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz iiretimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi
arastirildiginda serbest hiicrelerin ilk 12 saat igerisindeki lipaz aktivitesinin ¢ok diisiik
oldugu tespit edilmistir. Serbest hiicrelerin lipaz aktivitesi 12 saatten itibaren kademeli
olarak artmaya baslamis ve 84 saat sonra maksimum seviyeye (54.4 U/L) ulasmistir.
Serbest hiicrelerin aksine immobilize hiicreler ilk 12 saat icerinde de yiiksek seviyede
lipaz aktivitesi (12.6 U/L) gostermis ve bu hiicreler i¢in maksimum lipaz aktivitesine 72
saatin sonunda ulasilmistir. Serbest hiicreler i¢in 84-96, immobilize hiicreler i¢inse 72-
84 saatleri arasinda lipaz aktivitesinde bir artis yada azalma tespit edilmemistir. Tam
tersine, serbest hiicreler i¢in 84 immobilize hiicreler igcinse 96 saatin {lizerindeki

inkiibasyon siirelerinin lipaz aktivitesini azalttig1 belirlenmistir.

o0
80 745 752 7572
T A
=
S L
T 50 -
S 40 A
=
330
£
20
0 =B~ Serbest hicreler “#= immobilize hiicreler
[J L i i L i i i i

a0 12 24 i6 48 60 72 84 96 108
inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.7. Serbest ve immobilize hiicrelerle lipaz tiretimi lizerine inkiibasyon siiresinin

etkisi

*Kiiltiir sartlart: sicaklik=20°C, pH=6.0, ¢alkalama hiz1i=150 rpm, Triton X-100 konsantrasyonu=serbest
ve immobilize hiicreler i¢in sirastyla 5 ml/L ve 7.5 ml/L, inoculum hacmi=serbest hiicreler i¢in 40 mL/L
immobilize hiicreler icinse 150 g yatak /L ve atik kizartma yag1 konsantrasyonu=serbest ve immobilize
hiicreler i¢in sirastyla 40 mL/L ve 50 ml/L

Immobilize hiicrelerin tekrarli olarak ard arda kullanilabilme potansiyeli 13 dongii

boyunca ¢alisilmistir. Her dongii 60 saat stirmiistiir. Sekil 4.2’den de goriilebilecegi gibi
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immobilize hiicrelerin lipaz aktivitesi ilk dongililerde kademeli olarak artarak 3
dongiiniin sonuna kadar maksimum degere (80.2 U/L) ulagmistir. Ancak, immobilize
hiicrelerin lipaz aktivitesi 4 ve 5. dongiilerde sabit kalmistir. 6. dongiiden itibaren lipaz
aktivitesi kademeli olarak azalma gostermistir. Bununla birlikte 10 dongiiniin sonunda
immobilize hiicrelerin maksimum lipaz aktivitesinin (80.2 U/L) yaklasik olarak %70’ini
(55.8 U/L) korudugu tespit edilmistir. Tam tersine immobilize hiicrelerin lipaz
aktivitesinde 11 ile 13. dongiiler arasinda istatistiksel olarak onemli azalmalar tespit
edilmistir. Ornegin, 13. déngiiniin sonunda immobilize hiicrelerin lipaz aktivitesi sadece
10.4 U/L olarak olgiilmiistiir. Sodyum alginat yataklarinda ilk {i¢ dongii boyunca
bozulma ve yumugma tespit edilmemistir. Yataklarda 6 ile 10. dongiiler arasinda az da
olsa bozulma ve yumusma gbéze carpmistir. Bununla birlikte, 11 ile 13. dongiiler
arasinda yataklarin ¢ok fazla yumusadigi ve parcalandigi tespit edilmistir. Yine 11 ile
13. dongiiler arasinda kiiltiir ortamina ¢ok fazla maya hiicresinin sizdig1 mikroskop

altinda tespit edilmistir.

Lipaz aktivitesi (U/mL)

Tekrar kullanim savist

Sekil 4.8. Yataklarin tekrar kullanim sayisinin lipaz aktivitesi iizerine etkisi

*Kiiltiir sartlart: sicaklik=20°C, pH=6.0, ¢alkalama hizi=150 rpm, Triton X-100 konsantrasyonu=serbest
ve immobilize hiicreler icin sirastyla 5 ml/L ve 7.5 ml/L, inoculum hacmi=serbest hiicreler i¢in 40 mL/L
immobilize hiicreler icinse 150 g yatak /L ve atik kizartma yag1 konsantrasyonu=serbest ve immobilize
hiicreler i¢in sirasiyla 40 mL/L ve 50 ml/L, inkiibasyon siiresi=60 saat.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Lipaz Ureten Mayalarin izolasyonu ve Taranmasi

Lipazlar besin, kozmetik, deterjan ve ilag endiistrilerinin yani sira biyodizel iiretiminde
de katalist olarak kullanilmaktadir. Lipazlar, her nekadar bitkilerde ve hayvanlarda da
mevcut olsa da bu enzimleirn endiistriyel Ol¢ekte iiretiminde mikroorganizmalar
kullanilmaktadir (Joseph et al. 2008). Lipazlarin tiretiminde de genelllikle termofilik ya
da mezofilik mikroorganizmalar tercih edilmektedir. Ozellikle termofilik
mikroorganizmalardan elde edilen lipazlar yiiksek sicakliklarda daha iyi aktivite
gostermekte bu yilizden de deterjan endiistrisinde kullanilmaktadir. Son zamanlarda
arastirmacilar sogukta aktif olan lipazlarinda bir ¢ok alanda basarili bir sekilde
kullanilabilecegini ileri siirmektedirler. Sogukta aktif olan lipazlarin 15 ve 20°C gibi
diisiik sicakliklara sahip olan evsel sularda yiikesk aktivite gdsterecegi ve bu yiizden de
bulasitk ve camasir makinelerinde suyun isitilmasina gerek duyulmayacagi
belirtilmaktedir. Bu sayede de enerji tasarrufu saglanabilecegini belirtmektedirler.
Ayrica, yiiksek sicakliklarda yikandiginda giysilerde gozlenen bozulmalarin oOniine
gecilebilecegini agiklamaktadirlar (Joseph et al. 2008; Joshi and Satyanarayana 2013,;
Komesli 2015).

Sogukta aktif lipazlarin biyosensor hazirlanmasinda, organik sentez reaksiyonlarinda,
biyoremediasyon c¢alismalarinda, ilag sanayinde, besin, kozmetik ve besin
endiistrilerinde de kullanim alan1 buldugu agiklanmaktadir (Joseph et al. 2008; Joseph et
al. 2012). Sogukta aktif olan lipazlarinda genellikle diisiik sicakliklarda daha iyi gelisme
gosteren  mikroorganizmalardan  elde edilebilecegini  belirtmektedirler.  Bu
mikroorganizmlarinda genellikle kutuplar, buzullar, yiiksek daglar ve derin denizler gibi
soguk bolgelerde yayilis gosterdigi ifade etmektedirler (Joseph et al. 2012). Ornegin,
Candida antartica, Cryptococcus victoriae, Mrakia psychrophila, Leucosporidiella
creatinivora, Leucosporidium scottii, Rhodotorula glacialis ve R. laryngis gibi
mayalarin soguk ortamlarda yasadig1 ve sogukta aktif lipaz tirettigi belirtilmektedir (Xin
et al. 2007; Vaz et al. 2011; Carrasco et al. 2012; Khayati et al. 2013).
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Bu yiizden, mevcut ¢calismada da sogukta aktif olan lipaz iireten bir mayayi izole etmek
icin soguk habitatlardan izolasyonlar gerceklestirilmistir. Bunun ic¢in de, uzun kis
mevsimlerinin hakim oldugu ve ortalama kis sicakliklarinin ¢ok diisiik oldugu (-20 ve
0°C arasi1) Erzurum sehri secilmistir (2014 ve 2015 yillar1 kis mevsismi). Bu mevsimde
Erzurum’un farkli bolgelerinden alinan toprak Ornekleri izolasyon kaynagi olarak
secilmistir. Dahasi, steril fizyolojik su igerinde toprak Orneklerinden hazirlanan
diliisyonlar izolasyon besiyeri igeren petriler lizerine yayildiktan sonra petriler 4°C’lik
bir diisiik sicaklikta inkiibasyona birakilmistir. Bu sayede de mezofilik ve
termofiliklerin gelismesi engellenerek spesifik olarak sogukta gelisen mayalarin
izolasyonuna c¢alisilmistir. Lipaz substrati olarak tributirin igeren besiyerinde farkli
toprak orneklerinden farkli zamanlarda toplam 42 maya izole edilmistir. Bu mayalar tek
karbon kaynagi olarak tributirin igeren besiyerinde gelisme gosterdiginden dolay1 bu

izolatlarin hepsinin lipaz aktivitesine sahip oldugu disiiniilmiistiir.

Tarama (screening) olarak ifade edilen yontem bir mikrobiyolojik ¢alismada ayni amag
icin kullanilacak olan ¢ok sayida mikroorganizmanin 6n elemeye tabi tutularak en
uygun olanin belirlemeyi amaglamaktadir. Tarama iglemi sirasinda her mikroorganizma
izolat1 veya susu icin ayni kiltiir sartlar1 secilmekte ve bu sartlar altinda reaksiyon
gerceklestirilmektedir. Reaksiyon sonunda en iyi izolat belirlenmekte ve calismanin
sonraki asamalar1 bu izolatla gerceklestirilmektedir. Tarama deneyleri, diisiik
performansa sahip izolatlar1 elemeye imkan verdiginden dolay: is yiikiiniin ve zaman
tiilketiminin azaltilmasi agisindan énem arz etmektedir. Ornek bir ¢calismada, Anbu et al.
(2011) lipaz tiretme kapsitesine sahip olan 53 bakteri susu izole etmis ve ardindan bu
izolatlar1 tarama iglemine tabi tutarak en yiiksek lipaz aktivitesine sahip iki izolati
belirlemistir. Bu yiizden aragtirmacilar ¢alismanin ileriki asamalar1 ig¢in sadece bu iki
izolat1 kullanmistir. Veerapagu et al. (2013) calismalarinda 200 bakteri izolatin1 izole
etmis, bu izolatlar1 lipaz iiretme yetenekleri agisindan 6n tarama islemine tabi tutmus, en
iyi lipaz {ireticisi izolat1 belirlemis (Pseudomonas gessardii) ve ¢aligmanin sonraki
asmalarini sadece bu izolatla gergeklestirmistir. Taskin et al. (2015) mikrobiyal lipid
iiretimine yonelik olarak gergeklestirdigi bir ¢calismada farkli toprak orneklerinden 55

maya izole etmis, tarama deneyleri sonucunda ise en iyi lipit iiretici izolatin B9
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oldugunu tespit etmistir. Is ve zaman tiiketiminin azaltilmasi acisindan da ¢alismanin

sonraki agamalarini sadece B9 izolat1 ile gerceklestirmistir.

Bu bilgilerin 15181nda, mevcut ¢calismada da ilk olarak izole edilen 42 maya 6n tarama
islemine tabi tutularak en 1iyi lipaz {iretici izolat belirlenmeye calisilmistir. Bu
asamadaki deneyler atik yag ve mineral tuzlar igeren besiyerinde gergeklestirilmistir.
Bu izolatlarin 34 tanesinin diisiik (9.0 U/L’nin altinda), 8 tanesinin ise yiiksek lipaz
aktivitesi sahip oldugu belirlenmistir. Bu yilizden Cizelge 4.1’de sadece 8 izolatinin
lipaz aktivite degerleri verilmistir. Sekiz izolat arasinda da en 1yi lipaz iireticisi izolatin
HL25 kodlu maya oldugu belirlenmistir. Bu izolat Rhodotorula glutinis olarak teshis

edilmis ve ¢alismanin takip eden agamalarinda kullanilmstir.

5.2. Rhodotorula Glutinis HL25’in Serbest ve Immobilize Hiicreleriylelipaz

Uretimi

Immobilize hiicrelerin serbest hiicrelere oranla bazi 6nemli avantajlar1 oldugu
belirtilmektedir. Bu yiizden, bu proses lipaz, proteaz, pektinaz, tannaz ve pektinaz gibi
bir ¢ok ekstraselliiar enzimin tiretiminde kullanilabilecegi gosterilmistir (Ferrer and Sola
1992; Hung et al. 2003; Ellaiah et al. 2004; Taskin 2013; Aydogan et al. 2014; Unver et
al. 2015). Ozellikle sodyum aljinat matriski igerisinde tutuklamanimn basit ve ucuz
olmasinin yani sira toksik olmamasindan dolay: hiicre immobilizasyonuna dayali tiretim
caligmalarinda ¢ok etkili bir sekilde kullanilabilecegi belirtilmektedir (Ahmed 2008). Bu
yiizden mevcut ¢alismada, R. glutinis HL25 hiicrelerinin immobilizasyonu i¢in sodyum
aljinat kullanilmistir. Caligsma stiresince, bu mayanin serbest ve immobilize hiicreleri ile
lipaz iiretimi i¢in kiiltiir parametreleri optimize edilmistir. R. glutinis HL25’in serbest ve
immobilize hiicreleriyle lipaz iiretimi {izerine ilk olarak farkli sicakliklarin etkisi
aragtirtlmistir. Deneyler sonucunda, mayanin maksimum lipaz aktivitesini 20°C’de
ardindan da 15°C’de gosterdigi tespit edilmistir Hatta mayanin 10°C’de az da olsa lipaz
aktivitesinine sahip oldugu goriilmistiir. Bu bulgular da bize test mayasimin sogukta
aktif olan lipaz enziminin bir kaynagi olabilecegini gostermektedir. Diger bir ifadeyle,

test mikroorganizmasi maksimum miktarda lipazi 15 ve 20°C’de liretiyorsa bu mayadan
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izole edilecek olan lipazda muhtemelen bu sicakliklara yakin degerlerde maksimum
aktivite gosterecektir. Dolayisiyla, bu mayanin lipazi disiik sicakliklarda
gergeklestirilen yikama islemlerinde kullanilabilecektir. Ayrica, sonuglar test mayasinin
psikrotolerant karaktere sahip oldugunu gostermektedir. Cilinkii, literatiirde psikrofilik
mikroorganizmalarin 20°C’nin iizerinde gelisme gostermedigini psikrotolerantlarin ise
sadece diisiik sicakliklarda degil ayn1 zamanda 20°C’nin lizerindeki sicakliklari da

tolere edebildigi belirtilmektedir (Rossi et al. 2009).

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda sicakligin yani sira pH’nin da mikrobiyal enzim
tiretimini 6nemli Slclide etkiledigi belirtilmistir (Echevarria et al. 1991; Merek et al.
1996; Gupta et al. 2004; Lin et al. 2006; Sumanjelin et al. 2013). Bu yiizden, mevcut
calismada sicakligin ardindan pH’ninda lipaz iiretimi ilizerine etkisi arastirilmistir.
Deneyler sonucunda mayanin pH 3 ve 9 hari¢ (bu pH degerlerinde diisiik aktiviteler
elde edilmistir) genis bir pH araliginda lipaz irettigi belirlenmistir. Diger tarafatan,
diisiik (10°C) ve yiiksek sicakliklarda (40°C) oldugu gibi ¢ok diisiik (pH 3) ve cok
yiiksek (pH 9) pH degerlerinin de serbest hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin lipaz
aktivitesinde daha az inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir. Bu durum immobilize
hiicrelerin pH ve sicaklik stresine karsi daha dayanikli olmasiyla agiklanabilir (Beshay
2003; Unver et al. 2015).

Arastirmacilar, kiiltiire asilanan mikroorganizma yogunlugunun enzimler dahil bir¢ok
mikrobiyal {irliniin verimini 6nemli Olgiide etkiledigini belirtmektedirler. Diger bir
ifadeyle, sadece ¢ok diisiik degil ayn1 zamanda ¢ok yiiksek hiicre yogunluklarinin da
irtin verimini azalttigi belirtilmektedir (Beshay 2013; Ahmed 2008; Shivakumar 2012;
Duarte et al. 2013). Bu yiizden mevcut ¢alismada kiiltiire agilanmasi gereken en uygun
hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in serbest hiicreler i¢in inokulum hacmi, immobilize
hiicreler icin ise yatak miktar1 optimize edilmistir. Ozellikle, immobilize hiicreler i¢in
150 g/L’nin tizerindeki yatak miktarlarinin aktiviteyi azalttigr goriilmiistiir. Bu durum,
yiiksek yatak konsantrasyonlarinda besiyerindeki sivi oraninin azalmasina dolayisiyla
yataklarin yer degistirme potansiyelinin diigmesine baglanmigtir. Yataklarin yer

degistirme potansiyeli azaldigi i¢in hiicrelerin lipaz substrati olan zeytin yagi ya da
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diger besinsel 6gelerle olan temasi azalmig ve bu ylizden de lipaz iiretimi diismiis

olabilir.

Aragtirmacilar, besiyerlerine substrat olarak katilan yaglarin ve bunlarin farkli
konsantrasyonlarinin da lipaz aktivitesini 6nemli 6l¢iide etkiledigini rapor etmektedirler
(Elibol and Ozer 2001). Mevcut ¢alismada da, substrat olarak kullanilan atik yagin hem
serbest hem de immobilize hiicreler i¢in farkli konsantrasyonlari test edilmistir.
Deneyler, serbest hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin daha yiiksek yag
konsantrasyonunda maksimum aktivite gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Immobilize
hiicrelerin daha yiiksek yag konsantrasyonunda maksimum aktivite gostermesi Serbest
hiicrelere oranla yataklarin daha fazla hiicre igermesiyle agiklanmigtir. Literatiirde
Triton X-100 ve Tween-80’gibi siirfaktantlarin lipaz iretimini tesvik ettigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte bu maddelerin ¢ok yiiksek konsatrasyonlarinin lipaz
tiretimi iizerinde inhibisyon etkisi olusturabilecegi de rapor edilmektedir (Sharma et al.
2001; Anbu et al. 2011). Bu yilizden mevcut ¢alismada lipaz tiretimi tizerine Triton X-

100 ve Tween-80’nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi de test edilmistir.

Deneyler her iki siirfaktantin da uygun konsantrasyonlarda eklendiginde lipaz tiretimini
artirdigin1 ortaya c¢ikarmistir. Bu siirfaktantlarin lipaz {iretimi {izerine pozitif etkisi
onceki calismalarda da belirtildigi gibi siirfaktantlarin  hiicre membranlarinin
gecirgenligini artirmasiyla agiklanmigtir (Galabova et al. 1996; Dalmau et al. 2000;
Silva et al. 2005). Cok yiiksek siirfaktantlarinin lipaz aktivitesi tizerindeki inhibisyon
etkisi ise asir1 hiicre gecirgenligine bagli olarak hiicre canlilifinin kaybolmasina
baglanmistir. Diger taraftan, serbest hiicrelere oranla immobilize hiicrelerin lipaz
aktivitesinin yiiksek siirfaktant konsantrasyonlarindan daha az inhibe oldugu
goriilmiistiir. Bu durum ise sodyum alginat matriksinin koruyucu bir tabaka olarak islev

gormesiyle aciklanmistir.
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Literatiirde, lipazlar dahil ekstraselliiler enzimlerin {iretimini inkiibasyon siiresinin son
derece etkiledigi belirtilmektedir (Mahanta et al. 2008; Taskin 2013; Aydogan et al.
2014). Bu yilizden mevcut calismada, lipaz {iretimi iizerine inkiibasyon siiresinin etkisi
de test edilmistir. Kiiltiiriin ilk 12 saatinde serbest hiicreler i¢in c¢ok diisiik lipaz
aktivitesi tespit edilirken, ayn1 inkiibasyon siiresi i¢erinde immobilize hiicrelerin kayda
deger oOlgiide bir lipaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, serbest
hiicreler i¢in 84, immobilize hiicreler i¢inse daha kisa sureli (72 saat) inkiibasyon
periyodunun sonunda maksimum lipaz aktivitesine ulasilmistir. Her iki durumda,
immobilize yataklarin daha fazla hiicre icermesine ve dolaysiyla reaksiyonu
hizlandirmasina baglanmistir (Taskin 2013). Diger taraftan serbest hiicreler i¢in 84,
immobilize hiicreler igin ise 72 saatin iizerindeki inkiibasyon siirelerinin lipaz
aktivitesini arttirmadig tespit edilmistir. Bu durum, lipaz substrati olarak kullanilan atik
yagin kiiltiide tilkenmesine baglanmistir. Hatta, immobilize hiicreler i¢in 84, serbest
hiicreler i¢inse 96 saatten sonra lipaz aktivitesinde azalma tespit edilmistir. Aktivitedeki

bu azalma ise kiiltiir ortaminda enzim stabilitesinin bozulmasiyla agiklanmistir.

Immobilize hiicreleri iiretim ¢alismalarinda avantajli kilan en 6nemli dzelliklerden biri
de immobilize hiicrelerin tekrar kullanilabilirligidir. Bununla birlikte, tekrarli kullanim
icin immobilize hiicreler (yataklar) in yiiksek stabilitiye sahip olmasi istenmektedir. Bu
yiizden, bu tez ¢alismasinda yataklarin dongiiler halinde tekrarli olarak kullanilabilme
potansiyeli de arastirilmistir. Her inkiibasyon peryodu sonunda yataklar steril fizyolojik
su ile yikanmis ve taze hazirlanmis besiyerine aktarilmistir. Diger taraftan, arastirma
bulgulart kismindan da goriilebilecegi gibi immobilize hiicreler i¢in 60 ve 72 saatler
arasinda lipaz aktivitesinde ¢cok 6nemli bir artis gdzlenmemistir (sadece 0.7 U/L’lik bir
artis). 12 saatlik zaman fark: ise is ve enerji tiikketimini 6nemli Olcilide arttiracagindan
dolayr her dongii i¢in 60 saatlik inkiibasyon siiresinin uygun olacagi diistiniilmiistiir.
Deneyler ilk dongiiler boyunca lipaz aktivitesinin az da olsa kademeli bir artis
gosterdigini ve {iglincli dongiiniin sonunda lipaz aktivitesinin maksimum degere
ulastigini gdstermistir. ilk iki déngiiye oranla 3. déngii sonunda immobilize hiicrelerin
daha yiiksek aktivite gostermesi her donglide hiicrelerin ortama daha iyi adapte

olmasiyla agiklanmistir. 4 ve 5. dongiilerde lipaz aktivitesinde her hangi bir artis ya da
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azalma gozlemlenmemis, ancak 6. dongiiden itibaren 10. dongiliniin sonuna kadar
maksimum aktivitede yaklasik %30’luk bir diisiis tespit edilmistir. Aktivitedeki azalma
Ozellikle 11 ve 13. dongiiler sonunda en iist seviyeye ulasmistir. Benzer sekilde,
immobilize yataklarda da 11 ve 13. Dongiiler arasinda onemli pargalanmalar ve
yumusmalar géze carpmistir. Dolaysiyla, bu dongiiler arasinda da yataklardan kiiltiir
ortamina biiyiik miktarda maya hiicresinin sizdig1 mikroskop altinda tespit edilmistir.
Bu yiizden, immobilize hiicrelerin lipaz aktivitesinde dongiiye bagli olarak goriilen
azalma sodyum alginat matriksindeki parcalanma ve yumusamaya baglanmistir.
Yataklardan hiicre sizintis1 ayrica kirmizi renge sahip olan yataklarin renklerinin
kademeli olarak azalmasiyla da belirlenmistir. Yataklarda goriilen par¢alanma ve
yumusama her dongii sonunda yataklarin yikanmasi ve buna bagli olarakta yataklardan
Ca'? iyonlarinin uzaklasmasiyla agiklnamustir. Ca*? iyonlar1 uzaklagtigindan yataklar
yumusamig ve g¢evresel strese karsi daha dayaniksiz hale gelmistir. Ayrica, kiiltiir
ortaminin asitligi de sodyum alginat matriksi iizerinde pargalama etkisi gostermis
olabilir (Taskin 2013). Diger taraftan, kiiltiir ortamina katilan Triton X-100 siirfaktanti

da yataklar lizerinde parcalayici bir etki gdstermis olabilir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular gostermektedir ki;

1. Uygun izolasyon kaynagi (toprak), besiyeri (lipaz substrati iceren) ve kiiltir
parametreleri (sicaklik ve pH) secildiginde diisiik sicakliklarda geligebilen ve lipaz
ireten mayalar spesifik olarak izole edilebilir.

2. Etkili bir tarama (screening) prosesi en iyi lipaz tiretici mayayi ortaya ¢ikarabilir.

3. Kiiltiir ortaminda sicakligin, pH’nin, substrat konsantrasyonunun, inducerlerin
(tesvik edicilerin) ve inkiibasyon siiresinin optimizasyonu sayesinde lipaz tiiretimi
artirilabilir.

4. Lipaz iretimi mayanin immobilize hiicreleriyle gerceklestirildiginde daha kisa
siireler i¢erisinde daha yiiksek verimler elde edilebilir.

5. Maya hiicrelerinin immobilizasyonunda sodyum alginat etkili bir immobilizasyon
matriksi olarak kullanilabilir.

6. Sogukta aktif olan enzimler genellikle sogukta 1iyi gelisim gosteren
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mikroorganizmalardan elde edildigi i¢in mevcut maya izolatin lipaz1 da diisiik
sicakliklarda yiiksek aktivite gOsterebilir. Bununla birlikte, bu varsayimi desteklemek
icin bu izolattan izole edilecek enzimin saflastirnlmast ve Kkarakterizasyonu
gergeklestirilmelidir.  Sonraki  caligmalarimizda, enzimin  saflagtirilmas1t  ve
karakterizasyonunun yapilmasi diisiiniilmektedir.

7. Sonug olarak, laboratuvar 6l¢eginde gergeklestirilen bu g¢alismadan elde edilen
bulgular endiistriye uygulanarak daha az maliyetle ve daha yiiksek verimle lipaz tiretimi

gergeklestirilebilir.
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