MAYA TURU MiKROORGANIZMALARLA
LiPAZ ENZiMi ELDESI

NESE KEKLIiKCiOGLU
YUKSEK LiSANS TEZi
KIMYA MUHENDISLiGi ANABILIM DALI
2009



T.C
CUMHURIYET UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOMIiSYON BASKANLIGI
PROJE SONUC RAPORU

MAYA TURU MiKROORGANIZMALARLA LiPAZ ENZiMi ELDESI

Tez Danismani

Yrd. Dog. Dr. UNSAL ACIKEL

NESE KEKLiKCiOGLU

Bu proje Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyon
Baskanhginca M-345 Numarah Yiiksek Lisans Tez Projesi Olarak
Desteklenmistir.

SiVAS-2009



ICINDEKILER DIZINE. oot i i s s i
VTR ot A A A o A S s iii
ABBERIRET L ..o cunnmnvnion s s s s R S o SR S A R s v
TE BRI R om0 0 S B S S R s vii
SEKILLER DIZINI......oii e viii
CIEBELEEL PR DZINL .. . . oo imnemsms s pe s s e s e xi
SIMGELER DIZINI. ... e xiii

Gegerli Belge
Baglants icin Ctrl+Tildat Sayfa

B BIRES v rmmensmoe s s oy o A B o L S R L B L PR e 1
2. MATERY AL W& MEBETOD ..cocociivinnsiimom s sinmmas ditesass insan s st s s e ane s S e sa S5 10
D TBITINIEE - .- cvmxunevosinsosss sonss s mnonss Sonbns S aEEs e oE S S PR o4 SRS P A PR o5 SRS P SR 10
2.1.2. Enzimlerin adlandirilmas: ve simiflandirilmast.....c.ooooooeoeieie. 10
2.1.3. Enzimlerin kimyasal Yapist oo oo 11
2.1.4. Enzimlerin katalitik dzellikler ......cooeoiveiieeecee e 12
2.1.5. Enzim aktivator ve inhibiitérleri 13
2:1.6. Enzim substrataliglasi oo mnecnsnneinnanmeumanimasinss 13
2.1.7. Enzim aktivitesine etki eden parametreler............c.ooooooiii 14
A (e I 1] [ 1 o L) (L U S 14
D AR SICAKIEEET. o oo s voes s mrpass s ans peyas sommpass simgps st smpiaa. 14
2.1.7.3. Substrat konsantrasyonu ethkisi ... 14
2.1.7.4. Enzim Konsantrasyonul €tkiSl .......ccvreereereereeseesseeraersaessasssesnesasenaees 14
2.1.8. Enzimatik reaksivon Kinetifi.....cccoeeereeerieeeceeerseeeeeessesceeesaeeeeeenanas 15
2.1.9. Lipaz enzimi 16
2.1.9.1. Spesifik olmayan Hpazlar.........coooooeeeeeeeeeeec e 16
2192 (1. 3)-5pesifik BIPAzIAL o i vt 17
2.1:93:Yag asidi Spesifilkt Hpazlar ... covv oo aivicinsvinsiins i ansisisnsnsl 17
2. 99 Tapaz akiivits tATH ECPORATE. ... conconicsmmssinsmssasis ssssoss ssussass sissss ssasssmasss 18
2.1.9.5. Para nitro phenil palmitate (p-NPP) metodu.....c..cceceeeeueeeeevreeeeenen. 19
2.2 NOKroOFgaAmIZAMANAL .. .o e e me s eamn e e mnen e 19
2.2.1. Mikroorganizmalarin genel dzelliklen ... 19
2.2.2. Mikroorganizmalarin biymesi.. ..o oo eee e 20
2.2.2.1. Enerji kaynagi.......ccccccccveeeiieianenne 20
2222 Avot kaynaST [ermrmrrm b e e s e st S B e 21
2.2.2.3. Mineral kayn{Baglantiigin CtrlsTaklat| ... ... 21
2.2.3. Mikroorganizmanin biiytimesine etki eden parametreler................... 21
DB BUPEIL, o covumcnieimmins sismns s msio vo s oo EEibS v SR o5 EH Ao S o8 SRS PR s A 21
peRangl Siealkliken, . B el o B BB BRI B 22
2.2.3.3. OKS1jen THHYACT ..o ee oo n e eneeeneean 22
2.2.4. Mikroorganizmalarin biiyiime evreleri ........ooveeveeeieeceeeeeeeeeeee 22
2.2.4.1. Geeikime evres ... i il 22
2242 Lo ari itk CVECs s s e i s s s S b s 22
2: 243 DIOTAl AN BVTORT v oo o o s o i A S S B A A 23
DDA BABTEBVIC . ccuiinienosuiminni s oo s S b o S S SR i S 23
BZ AT IR CTARIE v oommunrovssins s cossiyutmmisss s ot i b SRS 23




Vi ) Y - P 24
2.2.5.2. Mikroorganizmalar ve iiretim yontemlen.............oooiiiiiiii 27
e B B o o 27
2.3 AN AN Z FORRSITLETT i civaiecssiis oo fut sy o s A e s S oA s e 27
2.3.2 Tapa kb VITC ST AVITI o causvonnsiisssnss s disi oo siseinss siiesn s i sins s sk s v 28
2533 N kT 00T SAI AT AT ST RANIEL «.ucoxmn s svmsmassiosansasscisssa siassss sss sxgass sssssns 28
2.3.4. Sakkaroz deriSimi taAVIT .....coeeeeeeeeeee e e e e eeeeeae e e eas e eaeeneens 28
2.3.5. Bakir(I)/nikel(IT) ivon derisiminin tayin ........ccceeeeeeeereeeueeeeeeeeenens 28
2.4, Mikroorganizma 6zgiil treme MzZL.....ccoveeieeeie e 28
2.4.1. Monod esitligi, metal ivonu icermeyen ortamda biiylime kinetiginin
INOAEIENTREST: oo i e e e e s e S L e S L L P P

B BULGUL AR, - cocoevoin i s b s o S Sy S oo S S S A T
3.1. Enzim Deneyleri
3.1.1. Baslangi¢ pH 1nin etkisi

3.1.2. Baslangig sakkaroz derisiminin etkisi.......cocueevveereecieeeeseesee e e \E:E

T RS TN Ca s | (o o - 5 Baglants iin Ctri+Tiklat
39 3.1 Seyayapretlasi . ] 33
3:1:3:1: Masie.yagretkist o i i i sl e i Lt iy 36
3i1:3:1 . Zeytin yagretkist coe e i s i s 39
3:1.3.1. Aycigepi yagr ethisi ... onvnnnnnnnnenanennnnsnn s s i 41
3:1.3.1. Kanola ¥agt BHKST . c..oozmve isimon s nos sassuas simsessi simean sassosn s save 45
3.1.4. Metal iyonlan bakir(IT), nikel(IT) ethkisi ...oooooeoeeeee e 47
3:1.3.1. Bakit(ID) 1700 EtKasT .. oo comims e e e e e e e e e 48
3.1 3.2 Mikel(TD) ayomumetkast ... oo ieemmenosesmm o meossnn s osmennra 52
4. TARTISMA Ve SONUC ...c.oiuieieceeeeacnenenemesne e sneassssesssas e snssasnssssnsssssssnssssnsses 55
5 KAYNAKLAR e i i il il alinniinga i nma iy 59
0 DB IR i s b s e e o e e e e S S s e 64
T BREER e s s i b s b i S e S S R R S R L 65
Ek 1. Bakir (IT) ve Nikel(II) Iyon Derisimlerinin Tayini........ococccooouemrueerueennn.. 65
Ek:Z: Melas Sakkarozin Deri it TEAVITIE. oo o: coumewiassmsan ssmmssaiasssmmsssmssass sssns 66

Ek 3. Mikroorganizma Derisimi TaYiNi......ccceceerveerreereeereeeseesaeeseassasesaaeeneens 67



OZET
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Nese KEKLIKCIOGLU
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Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Unsal ACIKEL

Yapilan tez ¢alismasinda lipaz enzimi tiretebilen Candida utilis mayastyla lipaz enzimi aktivitesi,
enzim aktivitesini artirict ve azaltici ortamlarda incelenmistir. Lipaz enzimi aktivitesinin
incelendigi caligmalar icin hazirlanan besin ortamlarinda bir seker endiistrisi atig1 olan melas

kullanilmustir.

Caligmalarin ilk asamasinda mikroorganizmanin maksimum lipaz enzim aktivitesi gosterdigi
optimum pH degeri arastirilmistir. Mikroorganizmanin maksimum iireme ve lipaz aktivitesini pH
4.0 degerinde gosterdigi bulunurken, baslangi¢ sakkaroz derisimi 10 g/L iken maksimum lipaz
aktivitesi, mikroorganizma 6zgiil lireme hizi ve maksimum mikroorganizma iireme degerleri elde
edilmigtir. Ayrica Monod esitligine gore cizilen izotermlerden mikroorganizma {iremesi igin

kinetik sabitler bulunmustur.

Caligmalarin ikinci asamasinda besin ortamina eklenen enzim aktivitesini artirict yaglarin etkileri
arastirtlmistir. Bu amaca yonelik olarak besin ortamina %0.25-1.25 oraninda eklenen soya, misir,
zeytin, aygicegi ve kanola yaglarimin enzim aktivitesine etkileri daha 6nce maksimum aktivitenin
gozlendigi pH 4.0 degerinde incelenmistir. Genel olarak yaglarin hepsinin enzim aktivitesini
artirdigt bulunmus, yaglarin igerisinde maksimum aktivite artigi ise ortamda %1.25 oraninda soya

yag1 varken yaklastk %85 oraninda artis degeriyle elde edilmistir. Aktivatér yaglarin



mikroorganizma 0zgiil iireme hizi ve maksimum ireme miktarlarimi da kismen artirdig

bulunmustur.

Calismalarin son agamasinda ise mikroorganizma iiremesini inhibe ettigi bilinen bakir(Il) ve
nikel(Il) iyonlarinin mikroorganizmanin lipaz enzimi aktivitesi ve mikroorganizma iiremesine
etkileri metal iyonlarinin 25-250 mg/L derisim araliginda incelenmistir. Ortama eklenen tekli
durumdaki bakir(Il) ve nikel(I) iyonlarinin baslangic derisimleri arttikca mikroorganizmanin
gosterdigi enzim aktivitesinin 6nemli oranda diistigii bulunmustur. En biiyiik diisiis ortamda 250
mg/L nikel(Il) iyonu varken gozlenmis ve bu durumda normal besin ortamdaki aktivitenin ancak
%5’1 kadar aktivite gozlenmistir. Metal iyonlarmin artan baglangic derisimleriyle enzim
aktivitesinin énemli oranda azalmasinin yaninda, mikroorganizma 6zgiil iireme hizi ve maksimum
iireyen mikroorganizma miktart degerleri de 6nemli oranda diismiistiir. Enzim aktivitesini artiric

ve azaltici ortam sonuglari karsilagtirmali olarak incelenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Lipaz enzimi, C. utilis, melas, sakkaroz, aktivator, Monod, bakir(Il),
nikel(II), kinetik



ABSTRACT
Master Thesis
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Cumbhuriyet University
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Supervisor:Assistant Prof. Unsal ACIKEL

In the thesis work, lipase ezyme activity with yeast Candida utilis that can produce lipase enzyme
is examined in the media which increase and decrease the enzyme activity. In nutrient media
which are prepared for the works that examine lipase enzyme activity melas, which is a sugar

industry waste, is used.

On the first stage of the study optimum pH level in which the microorganism shows the
maximum lipase enzyme activity, is examined. Beside finding out that the microorganism shows
the maximum lipase reproductivity and lipase enzyme activity on the pH level 4.0, we also got the
maximum lipase activity, microorganism specific reproduction rate and maximum microorganism
reproduction value when the beginning sakkaroz concentration rate is 10 g/LL .Moreover, kinetic
constants for microorganism reproductivity is gained from izoterms drawn according to Monod

equation..

The effect of the enzyme activity increasing oils added to the nutrient media are examined on the
second stage. Soybean, corn, olive, sunflower and canola oils are added to the nutrient media and
rate % 0.25-1.25 for this aim and their effects to the enzyme activity are examined at pH 4.0 in

which the maximum activity increase rate at the presence of % 1.25 soybean oil in the media.

On the final stage of the study, the effects of copper (II) and nickel (II) ions, known to inhibit the
proliferation of microorganisms, on the lipase enzyme activity of microorganism and on the

microorganism proliferation are digged out between the rate of 25-250 mg/L concentration of



Vi

metal ions.It is found that the more the beginning concentrations of copper (II) and nickel (II)
single case ions added to media increase, the more the enzyme activity that the microorganism
shows decreases. The maxiumum reduction is found out the presence of 250 mg/L nickel (II) in
the media and only % 5 of the activity is observed in proportion to the normal nutrient media.
Beside the significant decrease of enzyme activity with the increasing beginning concentrations of
metal ions, also the rate of the specific proliferation of the microorganism and the amount of

spawning microorganism decrease significantly.

The results of the media increasing and decreasing the enzyme activity are examined relatively.

Keywords: Lipase enzyme, C.Utilis, molasses, sakkaroz, activator, Monod, Copper(Il),

Nickel(IT),Kinetic
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1. GIRIS

Kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran bilesiklere katalizér denir. Enzimler metabolik reaksiyonlarinin
pek ¢ogunu hizlandiran ve protein yapisinda olan biyolojik katalizorlerdir. Hiicrelerde organik
maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi, hiicre solunumu gibi 6nemli faaliyetler
cesitli metabolizma reaksiyonlarinin sonucudur ve bu reaksiyonlar enzimlerin katalitik etkisiyle
miimkiin olmaktadir. Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en onemli farki, 6zgiil (spesifik)
olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler

(Telefoncu 1986, Inal 1996, Shuler vd. 2002, Pekin, B., 1980).

Son kirk bes yil iginde pek ¢ok sanayi dalinda uygulama alani bulan enzimler, giinlimiizde yeni
kullanim alanlarinin ortaya ¢ikmasiyla giderek 6nem kazanmaktadirlar (Telefoncu 1986).
Enzimolojinin gelisimi sonucunda, diinyacapinda endiistriyel enzimlerin satigi, 1995 yilinda 1
milyar dolardan, 2000 yilinda 1.5 milyar dolara yiikselmistir (Kirk vd., 2002; Gupta vd., 2004).
1960’lara kadar toplam enzim satis1 her y1l sadece birka¢ milyon dolarken; biyokimyasal iiretim,
fermentasyon prosesleri, iyilestirme metotlar1 ve enzim sayisinin artmasiyla enzim piyasasi
onemli bir sekilde gelismistir. Diinyada enzim iiretimi, 12 biiyiik ve 400 kiigiik firma tarafindan
saglanmaktadir (Sharma vd., 2001). Endiistriyel Oneme sahip mikrobiyal enzimler diinyada
Genencor International, Amano Pharmaceuticals, Biocatalysts, Novo Nordisk vs (Gupta vd.,
2004) gibi cesitli firmalar tarafindan tretilmektedir. Diinya genelinde mevcut endiistriyel enzim
pazari 1.4 milyar dolarken yilda % 10’un iizerinde pazar ag1 artisi ve % 4-5 dolayinda satis artis
ile en yaygmn tiiketim alanlarindandir. Endiistriyel olarak iiretilen enzimlerin % 75’1 gida ve
deterjan  endiistrilerinde  kullanmaktadirlar ve proteaz, amilaz, lipaz, seliilaz, pektinaz gibi
hidrolazlar en yaygin kullanilan enzim gruplarindandir. Bu alanda her giin yeni potansiyel kaynaklar

aranmakta ve giindeme gelmektedir (Topal vd., 2000, Bailey,1977).

Diinyada {iretilen enzimlerin yaklasik %80‘ni mikrobiyal kaynaklardan elde edilmektedir.
Mikroorganizmalarda bu amagla mantarlar ve bakteriler kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin enzim
iiretiminde potansiyel olarak kullanilmasinin avantaji ise ortam kosullarinin degistirilmesiyle ya da
genetik manipulasyonlarla, sentezlenen enzim miktarmin binlerce kez artirilmasidir (Telefoncu,

1986).

Giinlimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar birgok iiretim alan1 igin potansiyel

olarak goriinmekte ve bu konuda yogun ¢aligmalar yapilmaktadir (Topal vd., 2000).

Endiistriyel enzim pazarinda biiyiik paya sahip olan hidrolitik enzimler iginde yer alan lipazlar,

anahtar enzimler olarak ortaya ¢ikmakta ve endiistriyel uygulamalarda yiiksek oranda



kullanilmaktadirlar (Jaeger vd., 1994, 1999).

Lipazlar, dogada farkli orijinlerden elde edilebilmektedirler. Ozellikle mikrobiyal orijinli lipazlar,
biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada yiiksek oranda kullanilmaktadirlar. Ekstraseliiler
mikrobiyal lipazlar ticari olarak ¢ok 6nemli olup, bunlarin iiretimi diger kaynaklara gore ¢ok daha

kolaydir (Gupta vd., 2004).

Genellikle kiiflerden elde edilen lipazlar ,trigliseridleri digliseridlere ,monogliseridlere, gliserin ve yag
asitlerine hidrolizini katalizleyen ve yarica belli sartlar altinda ters tepkimeyi yani gliserin ve yag
asitlerinden trigliseridleri olusturan biyolojik katalizérlerdir. Giinliimiizde biyoteknolojinin siirekli yeni
arayislar ve mevcut prosesleri gelistirme ¢abasi i¢erisinde olmasi, mikrobiyal kaynakli lipaz iiretimine

de bir hiz kazandirmistir.

Her gecen gilin farkli endiistrilerde onemi artan lipazlarin ticari amaca yonelik kullanimi
baslangi¢ asamasindadir (Gupta vd., 2004). Bu nedenle yeni mikrobiyal kaynaklarin bulunmasina,
enzim TUretiminin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacla yapmis oldugumuz
caligmada giiclii bir lipaz iireticisi olan ‘Candida’ cinsinin farkli tiirlerinin lipaz {iretim
kabiliyetlerinin arastirilmasi, ayrica karbon ve azot kaynaklari, pH, sicaklik ve inkiibasyon

stiresi gibi lipaz iiretimine etkisi olan parametrelerin optimizasyonu hedeflenmistir.

Lipazlar kullamlacaklar1 yerlere gorede farklilk gdstermektedirler. Ornegin deterjan iiretiminde
kullanilacak lipazlarin yiiksek sicaklik ve pH degerlerinde aktivite gostermesi gerekmekte, ayrica
surfaktantlarla inhibisyona ve proteazlarla parcalanmaya karsi direngli olmalar1 istenmektedir. Yag
leke giderici olarak kullanilacak olan lipazlar alkali kosullar altinda aktif olmalidirlar. Bu durumda
istenen kosullar1 saglayan yeni lipazlari iiretecek yeni mikroorganizmalarin belirlenmesi ve

lipolitik aktivitelerine gére mikroorganizmalarin elenmesi gerekmektedir.

Ote yandan fermentasyon prosesi esnasinda lipaz iiretkenliginin arttirilmasi, daha diisiik iiretim
fiyatlar1 yeni endiistriyel uygulamalar ilerleteceginden biiylik O6nem tasimaktadir. Lipaz
iretkenligi sicaklik, pH, ortam bilesimi, inhibitorlerin ve indiikleyicilerin varligi gibi farkli
cevresel faktorler tarafindan etkilenir. Lipaz aktivitesi dnemli 6l¢iide karbon kaynagina baglidir.
Bu nedenle lipaz iiretimi igin karbon kaynagini optimize etmek ve daha ucuz alternatifler bulmak

onemli 6lgiide ilgi cekmektedir.

Biyolojik yolla enzim {iiretimine yonelik bilimsel ¢alismalarin bir kismu literatiir 6zeti olarak

asagida ozetlenmistir:

Kati hal fermantasyonunun kullanildig1 ¢aligmalara ornek verecek olursak;Munoz vd (1991) ,

Penicillium candidum , Mucor miehei ve Penicillium canemberti gibi lic misel olusturan



mikroorganizmadan kati hal fermantasyonu ile lipaz iiretimi incelenmistir.Karbon ve azot kaynag:
olarak kepegin kullanildigi bu ¢alismada en fazla ve en kararlt {iretimin P.candidum ‘un verdigi

rapor edilmistir.

Bir diger ¢aligmada Zhu (1994),kat1 hal fermantasyon sartlarmi elde etmek i¢in poliiiretan foam
parcgaciklari ve bugday kepeginin kimyasal icerigine 6zdes bir ortam kullanmislardir.Boylelikle
kat1 hal fermantasyonunda kolaylikla 6l¢giilemeyen biyokiitlenin bu sekildeki fermantasyon ortami
ile miimkiin olabilecegini belirtmislerdir.Ayrica yine bu ¢aligmada Penicillium citrinum dan elde
edilen amilaz ve niikleaz enzimlerinin aktivitelerinin yapay kati hal fermantasyon sartlarinda daha

iyi oldugu gozlenmistir.

Kamini vd (1998), A.niger’ le substrat olarak susam yagi, pamuk tohumu, pirin¢ kepegi, bugday
kepegi, susam tohumu, keneotu tohumu, seker kamigi posasi, yerfistigi tohumu, yer fistig ici,
kahve kabugu ve arpa kullanilarak lipaz iiretimi gergeklestirmisler ve en iyi sonucu susam yaginin

verdigini bulmuglardir.

Bhushan vd.(1998), Candida BG-55 mayasiyla substrat olarak piring ve bugday kepegiyle lipaz
iretimini gerceklestirdiler ve 96 saat sonra (piring kepegi+% 10 piring kepegi yagi +mineral
tuz)ortaminda aktivitenin (bugday kepegi + % 10 piring kepek yagi +mineral tuz )ortamina gore

daha fazla oldugunu gozlemislerdir.

Andreas vd.(1999), Penicillium restrictum’ la kati hal fermantasyonuyla lipaz {iretimini
calismislardir.Esas besin kaynagi olarak babassu yag endiistrisi kat1 atiklarina ek olarak degisik
C/N oranlarinda pepton, zeytinyagi ve nisasata kullanildi.En fazla lipaz aktivitesinin
kiiltivasyondan 24 saat sonra % 2 zeytinyagiyla zenginlestirilmis ortamda elde edildigini ve lipaz
aktivitesinin besin kaynaginin ¢esidine ve miktarima ¢ok duyarli oldugunu ve ortamin pH sinin ve

proteaz miktarinin azalmasiyla arttigini bulmuslardir.

Smythe ve Drake (1949) Aspergillus luchuensis le bugday kepegi kullanarak lipaz iiretimini

incelemislerdir.

Ul-Haq vd.(2002), Rhizopus oligosporous la besin kaynagi olarak badem kullanilarak enzim
diretimi i¢in optimum bilyiime kosullarinda lipaz iiretimi gergeklestirmislerdir.Enzimin
ekstraselliller olarak sentezlendigini ve daha sonra bu mikroorganizmanin biiyiik o6lgekli

caligmalarda kullanilabilir ¢galigmalarda oldugunu tespit etmislerdir.



Cordava vd.(1997), Termostabl mantar kiltiirleri Rhizomucor pusillus ve Rhizopus
rhizopodiformis ‘le zeytinyagi keki ve seker kamisi posasi kullanilarak lipaz iiretimne
calismiglardir.Seker kamigi posasi kullanilan ortamda Rhizomucor pusillus un gosterdigi aktivite
daha fazla olmasina karsin, % 50 seker kamisi posast ve zeytinyagi keki karigiminda ise Rhizopus

rhizopodiformis le aktivitenin daha fazla oldugunu bulmuslardir.

Mikrobiyal lipazlar ¢ogunlukla su altindaki kiiltiirlerce firetilirler,fakat kat1 hal fermantasyon
yontemleride kullanilabilir.(Chisti,1999a)Baz1  durumlarda immobilize hiicre kiiltiiri de
kullanilir.Su altindaki kiiltiirlerin lipaz Ttretimi i¢in gerekli optimal kiiltir ve besleyici
gereksinimleri tanimlamak igin bir ¢ok arastirma yapilmistir.Lipaz iiretimi ,karbon ve azot
kaynaklarmnin tiirii ve karigim oranindan,kiiltiir pH derecesinden sicaklik artigindan ve ¢oziilmemis

oksijen konsantrasyonundan etkilenir.

KARBON KAYNAKLARININ ETKISI:

Sugihara ve arkadaslar1 (1991) kiiltiir ortaminda %1 zeytinyagi varken Bassilus sp.den lipaz
diretildigini bildirdiler.Siirdiiriilen kiiltiirden sonra zeytinyagi olmadiginda bile ¢ok az enzim
aktivitesi gozlenmistir.Rhodotorula Glunisten hiicre dist lipaz iiretimi i¢in Fruktoz ve Palmiye
yagimin digerlerine gére en iyi karbonhidrat ve yag kaynagi oldugu belirtilmistir.iki karbon
kaynag: karsilastirildiginda % 2 lik konsantrasyonda palmiye yaginin fruktoz ortaminda 12 kat

fazla lipaz tirettigi bulunmustur.(Papaparaskevas et all,1992)

Karbon kaynag1 olarak islenmis zeytinyagi bulunan ortamda P.fluorescens S1K WI dan iiretilen
alkalin lipaz (pH :8.5) icin 7395 U/mg proteinin (6zel)bir aktivitesi gdzlenmistir.incelenen diger
triagilgliserollerle karsilagtirildiginda bu enzim tricaprylin (C8)ve tricaproicne (C6) karsi yiiksek
lipolitik aktivite gostermis ve ¢ogunlukla trioleinin 1. ve 3. pozisyonlarinda ester baglari hidroliz
etmistir. {Benzer olarak (Sztajer ,1993) Penisilium alanindaki alkalin lipaz maksimum aktivite
iretmistir.pH 8.3 ‘de yag igeren bir ortamda biokiitle arttiginda penisillium alanindaki alkalin
lipaz maksimum aktivite tiretmistir.}Tween 20 ve Lubrol PX eklendiginde enzimin sabitligi
artmaktadir. (Sztajer ,1993) Bu enzim triacilglycerole yatkindir,ancak durumsal bir ozellik

gostermemektedir. (Sztajer ,1993)

70 °C  de tripalmitin bulundugu bir ortamda termofilik Basilus sp.strain Wai 28 A 45, * den sabit
sili lipaz iiretimi Janssen ve arkadaslari (1994) tanimlamistir. Tripalmitin, tristearin, trimystin
karbon kaynaklarimin bulundugu ortamlar test edilmis ve tripalmitin lipaz aktivitesinin en iyi

tetikleyicisi oldugu bulunmusgtur.



Gao ve Breul (1995) Ophiostama piceae mantarinin canli kismindan lipaz iretmek igin degisik
bitki yaglarini karsilastirmislardir.Karbon kaynagi olarak sebze yaglarimi (zeytin, soya fasiilyesi,
aycicegi, susam, keten tohumu, misir ve yer fistigi yagi ) kullanildiginda yiiksek oranda lipaz

aktivitesi gozlemlenmistir. Maksimum lipaz liretimi zeytinyag1 kullanildiginda elde edilmistir.

Benzer sekilde karbon kaynagi olarak misir yag1 ve zeytinyagi kullanildiginda (% 1) termofilik
Basilus zinciri A30-1 (ATCC 53841) en yiiksek seviyede sabit 1sil1 alkalin lipaz1 tiretmistir.(Wang
et all.1995).Uretilen lipaz C 16:0-C 22:0 yagl asitlerin trigliseridlerinde ve dogal hayvansal ve
bitkisel yaglarda aktiftir.

Gordillo ve arkadaslar1 (1995) grup kiiltiiriinde Candida Rugosa’ dan lipaz iiretmenin, kullanilan
lipaz tetikleyicilerin(yag, tween 80... vb) hidrolizlenmesinin en 6nemli iiriinii olan oleik asit
konsantrasyonundan etkilendigini gozlemlemislerdir.Maksimum lipaz iiriinii oleik asitin 2 g/lt
konsantrasyonunda elde edilmistir ve daha yiiksek oleik asit konsantrasyonunda {iriin
azalmistir. Yapilan bir ¢ok arastirma enzim tetikleyicisi olarak yag kullanildiginda lipaz iiretiminin

genisledigini kanitlamaktadir.

Lin ve arkadaslar1 (1996) hem zeytinyagi ( %4 ) hem Triton X-100 (%?2) iceren bir ortamda
P.pseudoalcaligenes F-111" den alkalin lipaz iiretmislerdir.Rhizopus oryzae i¢in ortama g¢esitli
bitkisel yaglarin eklenmesi lipaz aktivitesini ve hiicre biiyiimesini lipidlerden bagimsiz ortamdaki

sonuglara gore 3 kat artirmistir.(Essamri et all. 1998)

Olgun tohumlar ve musir yag1 hiicre biiylimesi ve lipaz iiretimi i¢in en uygun ortamlardir.(Essamri
et all.1998) En uygun biyokiitle biiylimesi i¢in gerekli yag konsantrasyonu % 3 diir.Fakat beklenen

lipaz iiretimi % 2 lik konsantrasyonda ger¢eklesmistir.

Alkalin  deterjanlarindaki  kullanimlarindan  dolayr  alkalostabil lipazlarin  6zellikleri
arastirilmaktadir.Gruplu ve grup olmayan bdliimlerde sitrik asit ve soya fasiilyesi yaginin
bulundugu ortamlarda P.alkaligen M- 1 den alkalin lipaz iiretilmistir.(Gerritse et all ,1998)Bu
lipazin hayvansal yaglar1 alkalin ortama tagima yetenegi vardir.Alkalin lipaz kodlayan gen

ayristirilmis ve incelenmistir.

Kim ve arkadaslar1 (1998) sigir eti, don yag1 ve palmiye yagi iceren bir ortamda Basilus
steoretermofilis L; den yiiksek alkalin sabit 1sil1 lipaz iiretildigini bildirmislerdir.Bu lipaz 60-65 °C
ve pH 9-10 ° da en aktif haldedir.Sentetik ortamlardaki aktivite degerlendirmeleri bu enzimin

ozellikle



p-nitrofenil caprytat e karsi aktif oldugunu gostermistir.(Kim 1998)

Candida rugosa mayasi, sivi kiiltiir ortammna hayvansal yagli asitlerin eklenmesiyle iiretimi
tetiklenebilen hiicre disi1 lipaz salgilamaktadir.(Lotti et all 1998).Bu lipaz katalitik yapilardan gok
ince sekilde ayrilan ¢esitli izoformlardan olugmaktadir.Lipaz tiretimi karbon kaynagi olarak oleik
asitin eklenmesiyle tetiklenebilir.Ayn1 mayada yapici lipaz iiretimi karbon kaynagi olarak glikoz

kullanilmasrtyla tetiklenmektedir.(Lotti et all,1998)

pH 6.9 da karbon kaynagi olarak hint yagi (%2) kullanildiginda P.aeruginosa KKA-5 maksimum
lipaz aktivitesi gostermistir.(Sharon 1998) Bu enzim hint yaginin % 90’ a kadar hidrolizlenmesine
neden olabilir ve alkalin sartlarinda (pH 7-10) sabittir. Maksimum aktivite pH 8.5 ° de elde
edilir.(Sharon 1998)

Bir calisma kiiflerin 56 tiiriiniin lipaz {iretebildigini ortaya koymustur.(Costave Peralta
,1999).Pe.wortmani olarak tanimlanan bir tiiriin en iyi lipaz iireticisi oldugu belirtilmektedir.(Costa
ve Peralta 1999)Maksimum lipaz iiretimi karbon kaynagi olarak zeytinyaginin kullanildigimi 7
giinlik bir kiltlirden sonra elde edilmistir.(12.5 U/ml).Ham lipaz aktivitesi i¢in uygun pHve
sicaklik 7.0 ve 45 °C’dir.(Costa ve Peralta ,1999)

Endonezya da ki sicak su kaynaklarindan alinan bir termofilik bakteri olan B.termoleourans
yiiksek sicaklikta lipid ortamlarda hiicre disi lipaz aktivitesi ve yliksek biiylime oranlari
gostermistir.(Lee,1999) Tek karbon kaynagi olarak zeytinyagi {(1.5 % vol/vol)} kullanildiginda
izole edilmis ID-1 yag (zeytin, soya fasulyesi ve mineral yaglar, trigliseritler (triolein, tributrin )ve
sentetik yiizeyleri (Tween 20 ve 40)gibi lipidli ortamlarda biiyiiyebilmektedir.Gézden gegirilen
raporlara gore, lipaz iiretimi ¢ogunlukla tetikleyiciye baglidir ve bir ¢cok durumda enzimin en iyi

tetikleyicisi yagdir.

AZOT KAYNAKLARININ ETKISI :

Pe.citrinum ° un hiicre dis1 bir lipaz1 i¢in ,Sztajer ve Maliszewska (1989)maksimum {iiretimi % 5
wt/vol peptonu (pH 7.2 ) igeren bir ortamda elde etmislerdir.Misir suyu likorii ve soyafasiilyesi
gibi azot kaynaklar1 lipaz iiretimini harekete gecirmistir ancak peptondan daha az etkili
olmustur.Ure ve amonyum siilfat lipaz  sentezlerini  engellemistir.(Sztajer  and
Maliszewska,1998).Lipolitik  aktivite (1120 U/It) hiicreden bagimsiz ortamla birlesen

zeytinyagindan ¢ikan serbest yagl asitlerin titrasyonu ile elde edilmistir.

Pseu domanos SP KW1-56’n1n sabit 1s1l1 lipazi, azot kaynag1 olarak pepton (%2 wt/vol) ve maya

oziitli (0,1 wt/vol) icereen bir ortamda tiretilmistir. (Izumi et all, 1990) Lipaz aseton ¢ozeltisi ve jel



filtresiyle aritilmistir. Aritim faktorii 13,9°dur. Fakat sadece % 2,9’u iyilesmistir. (Izumi et all,
1990). Enzim sodyum dodosil sulfat poliakrilamit jel elektroforezi de (SDS —PAGE) tek bag

olusturmustur ve molekiiler kiitlesinin 33 k Da oldugu sanilmaktadir.

Enzim i¢in en uygun 1s1 60 C’dir ve 24 saat sonra 60 C’de orijinal aktivitenin yiizde 96’sindan

fazlasi hala devam etmistir. (Izumi et all, 1990)

Genellikle organik azot kaynaklar1 kullanildiginda mikroorganizmalar yiiksek lipaz tiretimi saglar.
Bildirilen tek istisna Rho giutinis’dir. (Papaparaskevas etall, 1992). Rho gulitinisin iyi gelismesi
icin organik azot kaynagi (maya 6ziitii, tripton) gerekli goriinse de amonyum fosfat gibi inorganik
bir azot kaynaginin lipaz iiretimine fayda sagladig1 goriilmektedir. Bu enzimin gegerlilik siiresi 45

ve 55 C’de 45 ve 118 dakikadir.

Diger yazarlarin da belirttigi gibi Salleh ve arkadaslar1 (1993) azot kaynagi olarak pepton bulunan
bir ortamda termofilik mantar Rhizoporyzae’dan hiicre dist lipaz maksimum seviyede
iiretmislerdir. Rhizoporyzae’dan kaynaklanan hiicre igi lipazlarn tiretimi kullanilan organik azot
kaynaklarma (tripton, triptik,diyest, polipepton) fazla duyarli degildi. Eminicella, rugulosa,
Huricola Sp, T.laniuginassus, Pe purpurogenum, and Chiysexaspirum sulfersem gibi termofilik
mantarlardan sabit 1sil1 lipaz iretme galigmalarinda azot kaynagi olarak maya 6zi kullanilmasi

oldukga yiiksek lipaz iirtinleri vermistir. (Ven Kateshwaklu ve Reddy, 1993).

Azot kaynag1 olarak maya 6zii (% 1), polypepton (% 2) ve soya fasulyesi 6zii (% 3) bulunan bir
ortamda A. Oryzal maksimum alkalin lipaz iiretmistir. (Ohnishi et all. 1994 a). Uretilen enzim,
zeytinyagi ve tributrin ortamlarda pH 7.5 ve 10.00°da hareket gostermistir. Pe.Citrinum’un Brezilya
tiri, azot kaynag olarak % 0.5 maya 0ziitii bulunan ortamda 409 U/ml maximum hareketi
dretmistir. (Pimemtal et all, 1994) Maya 6ziitii konsantrasyonun azaltilmasi lipaz hareketini de
azaltmistir. Maya 0ziitiiniin amonyum siilfatla degistirilmesi lipaz iiretimini ortadan kaldirmustir.
(Pimental, 1994) Lipidlerden bagimsiz bir ortamda A.niger lipaz {iretmistir ancak {iretimi
geligtirecek bir tetikleyiciye ihtiyag duyulmustur. (Pokorny D 1994). Aymi sekilde ortama
amonyum siilfat ve pepton eklenmesi O. Piceace mantarindan elde edilen lipaz iretimini
genisletmistir. (Gao ve Breuil, 1995) Enzim 60 C’de ve pH 9.5’de istenen hareketliligi kazanmigtir.
((Gao ve Breuil, 1995)

Wang ve arkadaslar1 (1995) azot kaynagi olarak % 0.1 maya 6ziitii ve % 1 amonyum klorid igeren
ortamda Bacillus soylu A 30-1 (ATCC 53841)’den sabit 1s1l1 alkalin lipaz {iretildigini bulmuslardir.
Kismen aritilmis lipaz hazirliginda uygun hareket derecesi 60 C’dir ve uygun pH 9.5’dir. Bu enzim

hem hidrojen perokside hem de alkalin proteasela stabildir. (Sabit). (Wang 1995)



Vordervillbecko ve arkadaglar1 (1996) Acinetobacter calcoaceticus’dan hiicre disi lipaz {iretmek
icin g¢esitli azot kaynaklarini arastirmislardir. Amonyum maya 0ziitii ve protease peptone
kullanimiyla kiyaslandiginda aminoasit ve tripton kullanimi 2 veya 3’ {in faktdriinden iiretilen

lipaz1 gelistirmistir. (Vordervillbecko, 1992)

Yine de lipaz iiretimi ve sabitligi, secilen organik azot kaynagimi amonyumla desteklenerek
gelistirilebilir. (Cordenons 1996) Hiicre dis1 lipaz, ortam olarak PNPP kullanilarak o6l¢iilmiistiir.
(Vordervillbecko, 1992)

Lin ve arkadaglar1 (1996) , % 1 soya fasiilyesi 6zii, % 1.5 pepton, % 0.5 maya 6ziitii bulunan bir
ortamda P.alcaligeros F-111’den hiicre dis1 alkolin lipaz iiretildigini bildirmislerdir. Uretilen lipaz
cesitli deterjanlardan etkilenmistir. Deterjan uygulamasi i¢in iyi bir olay oldugunu varsayarak,
SDS, sodyumtripoli fosfat, sodyum dodesil benzer benzeri sulfonat ve sodyum alkoli benzeri gibi
katyonik yilizey aktif ajanlar ezim aktivitesini etkilememistir. % 7°den daha biiyik
konsantasyonlarda musir suyu likori, hiicre biiylimesi ve lipaz tiretiminde hizli diisiislere neden
olmustur. % 4 popipepton ve % 0.05 maya oziitinden olusan bir ortamda P.aeruginasa KKA.5

hiicre dis1 lipaz tiretmistir. (Sheron 1998)

Hiol ve arkadaslart azot kaynagi olarak %4 musir 6z likorii ve % 1 peptondan olusan bir ortamda
yiiksek hiicre dis1 lipaz hareketi tireten Rhizop oryoae’nin lipolitik bir tiirlinii izole etmislerdir. Bu
enzimin hareketi i¢in uygun pH ve sicaklik pH 7.5 ve 35 C’ dir. (Hiol 2000) bu enzim 4.5-7.5 pH
arahiginda sabittir ve 45 C’de 30 dk inkUbe edildikten sonra ilk hareketinin % 65’ini korumaktadur.

METAL IYONLARININ ETKISI
Magnezyum, demir ve kalsiyum iyonlari iiretim ortamina eklendiginde termofilik Bosilus sp’ten
elde edilen lipaz tretimi birkag kat artmugtir. (Jansen 1994). Ayni sekilde Pokorny ve arkadaglart

(1994) Mg™ bulunan ortamda A niger’den lipaz iiretimin genisledigini bildirmislerdir.

Ortam Mg 2, Ca™, Cu*? ve Co" ile desteklendiginde Aci calcoaceticus BD 413°den hiicredisi lipaz

iretimi genislemisti. (Kok etall, 1995)

Bu enzim PNPP gibi uzun agil zincir p-nitrofenol (pNP) esterleni hidroliz etmis ve beklenen

aktivitesi pH 7.8 ve 8.8 arasinda meydana gelmistir. (Kok, 1995)

A calcoaticus lipazi, Pseudomonas lipazlarla olduk¢a benzerdir. Fosfat iceren ortam Mg™ ile
desteklendiginde P.pseudoalcoligenler F-111den lipaz tiretimi artmugtir. (Lin 1995) Bu alkalin lipaz
6-10 pH degerlerinde en aktif ve sabit haldedir ve beklenen reaksiyon 1sis1 40 C’dir. Basilus sp. A 30



-1 (ATCC 53841)’den lipaz iiretilmesi Ca" ,Mgﬂ, Co™ Na' Fe™” K', Mn" ,Zn"? iceren karmasik
bir ortam gerektirmektedir. (Wang, 1995) Mineral bakimindan zengin sicak su kaynaklarmdan
(Yellowshane Ulwall Park) alman bakteriler ortalama 60 C’da pH=9’da biiylimektedir. (Wong
1995)

P.pseudoalcaligens KKA-5’dan maksimum lipaz {iretimi, O&M’nin Mg2+ konsantrasyonunda
gerceklesmistir. (Shoron 1998). Magnezyum iyonlarinin ortamda varolmasi lipaz iiretiminde
yaklasik % 50 azalmaya sebep olmustur. Fakat ortamin kalsiyum iyonlariyla desteklenmesi lipaz
tiretimini etkilememistir. Bir durumda Ca2+’nin varliginin termofilik Bacillus sp. RS-12’lerden lipaz
iretimi artirdigi bildirilmistir. (Sidhu, 1998 a.b). Bakteriler tercihen 50 C’de biiyiimiis, 40 C’nin
altinda biiylime gostermemislerdir. Enzim tiretimi biiylime ile baglantilidir. % 0.5 Tween 80 ve %
0.5 maya Oziitiiniin ortamda kullanilmas1 50 C kiiltiir sicakliginda enzimin maksimum seviyede

iiretilmesini saglamistir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. Enzimler

Biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimeler laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmek
istendiginde c¢ok yiiksek sicaklik, basing vb. gibi agir fizikokimyasal yontemlerin uygulanmasi
gerekir: Bu kosullar altinda bile reaksiyonlarin ¢ogu izlenemeyecek kadar yavastir. Ornegin
lipidlerin standart kosullarda kimyasal olarak herhangi bir katalizér s6z konusu olmadigr zaman
¢ok zor sartlar altinda hidroliz oldugunu goriirken , viicut igerisinde 37 °C ¢ok daha yumusak
kosullarda ve hizli olarak hidroliz oldugunu goriiyoruz. Biyolojik sistemlerdeki tepkimelerin
boylesine kolay ve hizli olusu enzim adin1 verdigimiz biyolojik katalizorler ile

gerceklesebilmektedir (Pekin, B., 1980).

Enzimler, sarmal bigimde kivrilmig yiiksek molekiil agirlikli proteinlerdir. Enzimlerin en belirgin
fonksiyonu canli hiicrelerdeki kimyasal tepkimeleri katalizlemeleridir. Katalizleme olay1, enzimin
iizerinde bulunan ve etkin bolge olarak bilinen ¢ok kiiciik bir bolge tarafindan gergeklestirilir.
Katalizleme sirasinda substrat etkin bdlgeye baglanir. Maksimum katalitik etki, bu bolgede
bulunan fonksiyonel gruplarin en uygun konuma gelmesiyle olusur. Enzimlerle ilgili yapilan
caligmalar 1878 yillarina kadar dayanmaktadir. ilk defa bir enzimin kristal halde elde edilmesi
1926 yilinda Sumner adinda bir bilimadami tarafindan basarilmis ve bu enzime Ureaz adi
verilmistir. Bunu izleyen yillarda protein yapilart hakkindaki bilgilerin artmasi ve giderek yeni

enzim tiirlerinin bulunmasi sonucu enzimoloji ad1 verilen biiyiik bir bilim dali dogmustur.

Onceleri, enzimlerin katalitik aktivitelerin yalnizca saglam hiicrelerde kaldig1 diisiiniilmiistiir.
Oysa zamanla bilimsel ¢aligmalar ilerleyince enzimlerin biiyiik bir kisminin biyolojik ve katalitik
aktiviteleri kaybolmadan hiicrelerden ayrilabildigi goriilmiis ve bu nedenle laboratuvar ya da

endiistri kosullarinda kullanilabilme olanaginin varoldugu anlasgilmistir (Pekin, B., 1980).
2.1.2. Enzimlerin adlandirilmasi ve simiflandirilmasi

Enzimler kullanildiklar1 substratin  veya katalize ettikleri reaksiyonun tipine gore
adlandirilmaktadir. Genellikle enzimler, enzimin etkiledigi substratin sonuna “ase = az” eki
getirilerek adlandirilmaktadir. Ornegin, iireaz iireyi amonyak ve karbondioksite ayirmaktadir.
Amilaz ise nisastay1 hidroliz eden enzimdir. Enzimler oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,

liyazlar izomerazlar ve ligazlar olmak iizere 6 genel sinifa ayrilmaktadir.
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Enzimlerin bu sekilde adlandirilmasi halen kullanilmasina ragmen onemini kaybetmistir. Yeni
kesfedilen ve sayilar1 hizla artan enzimler Uluslararasi Biyokimya Dernegi (International Union of

Biochemistry — IUB) tarafindan yeni bir siniflandirmaya tabi tutulmustur.

Enzimlerin smiflandirilmasina yonelik IUB sistemine gdre her enzimin sistematik bir kod
numarast (E.C.) vardir. Enzimlere 4 numara verilmektedir. ilk numara enzimin yukaridaki 6
smiftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel grubu,
iiciincli numara akseptorli, dordiincii numara da enzimin aldig1 sira numarasini belirtmektedir

(Ozata, A., 2000; Erdal, E., 2004).

2.1.3. Enzimlerin kimyasal yapis1

Enzimlerin aktivite gostermeleri igin gerekli olan ve protein yapisinda olmayan genellikle metal
iyonlarindan meydana gelmis yan gruplarina kofaktor adi verilir. Ornegin sitokram oksidaz Cu*?,

DNA polimeraz Zn** ye kofaktér olarak gereksinim duyarlar.

Enzimlerin aktivite gostermek i¢in ihtiya¢ duydugu kompleks organik molekiillere koenzim ad1
verilmektedir. Ornegin piruvat karboksilaz biotine, suksinik dehidrogenaz ise koenzim olarak
FAD’ a ihtiya¢ duyarlar. Baz1 hallerde enzim aktivite gdostermek i¢in hem kofaktdre hem de
koenzime ihtiya¢ duyabilir. Kofaktdrler ve koenzimler gevsek veya siki baglhdirlar.Genellikle
diyaliz ile ayirrmak miimkiindiir. Kofaktdr ve koenzimler bazen enzime kovalent olarak baglanir ve
diyaliz ile bile ayirrmak miimkiin olmaz. Enzim yiizeyine sikica baglanmis ve protein yapisinda

olmayan bu gruplara prostetik grup adi verilmektedir.

Koenzimlerin yapisinda genellikle vitaminler bulunmaktadir. Bu bakimdan vitaminler,
koenzimlerin yapisina girdigi i¢in metabolik olaylarin enzimler tarafindan kolayca basarilmasi i¢in

organizma bakimindan son derece gerekli bilesiklerdir.

Eger enzim koenzim ve kofaktdrii ile birlikte ve katalitik bakimdan tamamen aktif ise enzimin bu
haline haloenzim adi verilir. Eger enzim koenzim ve kofaktoérden ayrilacak olursa ve enzim inaktif
hale gelecek olursa enzimin diyalize edilemeyen ve yalniz proteinden meydana gelmis bu inaktif

sekline ise apoenzim ad1 verilir (Goziikara, E., 1997).

Apoenzime katalitik aktivite 6zelligi veren kisim kofaktordiir. Kofaktorler asagida sekil 2.1° de

oldugu gibi siniflandirilirlar.

Genelde apoenzimler yalmiz basma katalitik aktivite gostermezler. Ancak, bir apoenzim ile

kofaktorii birarada olduklar1 zaman ger¢ek enzim aktivitesi gozlenir (Pekin, B., 1979).
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KOFAKTORL
ER
I
I ]
Apoenzime bagli aktif Apoenzimden ayri halde
gruplar bulunan
I I

I ] I ]
Organik etken inorganik etken Koenzimler Aktivatorler
gruplar gruplar (Organik (Metal lyonlar)

Sekil 2.1. Kofaktorlerin siniflandirilmasi (Pekin, B.,1979; Erdal, E., 2004)

2.1.4. Enzimlerin katalitik 6zellikleri

Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 katalize ettikleri ig¢in genel olarak biyokatalizorler sinifina
girerler. Dogal enzimler molekiil biiyiikliikleri bakimidan genellikle kollaidal tanecikler sinifina
girerler. Bu nedenle kimyasal kataliz yoniinden enzimler mikro heterojen katalizorler olarak

adlandirilabilirler.

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalize ettikleri reaksiyon hizini tayin ederek saptanir. Enzim
aktivitesi turnover sayisi ile belirlenir. Turnover sayist 1 mol aktif enzim tarafindan 1 dakikada
iiriine doniistiiriilen substratin mol sayisi olarak tanimlanmaktadir. Enzim orneklerinin spesifik

3

aktivitelerini tanimlamak i¢in turnover sayist yerine ‘’enzim birimi veya iinitesi’’ de denilebilir.
Enzim birimi (UI) dakikada 1 mikromol substrat doniisiimiinii katalizleyen miligram enzim miktari

olarak tanimlanir. Reaksiyon spesifiklikleri bakimindan enzimler 4 gruba ayrilirlar.

1.Salt spesifiklik: Bir enzim yalmiz bir reaksiyonu hizlandirabiliyorsa bdyle enzimlere salt (

mutlak) spesifik enzimler ad1 verilir.

2.Grup spesifikligi: Bu smifa giren enzimlerin etki alani salt spesifik enzimlerden biraz daha

genistir. Ornegin pepsin enzimi bazi peptid baglarmin hidrolizinde etki eden bir katalizérdiir.

3.Reaksiyon veya bag spesifikligi: Kimi enzimler belli bir reaksiyon tiirlerini katalize ederler.
Mesala lipazlar tiim trigliseridlerin tepkimelerini hizlandirirlar. Yalniz hiz artis1 yagin ¢esidine

gore degisiklik gosterir.
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4.Stereokimyasal spesifiklik: Eger bir enzim bir bilesigin yalniz bir stereokimyasal sekli {izerine
etki ediyorsa, bu tiir enzimler bu gruba girerler. Ornegin arjinaz enzimi l-arjininin {izerine etki

yaparken d-arjinine hig bir etki yapmaz (Pekin, B., 1980).
2.1.5. Enzim aktivator ve inhibiitorleri

Enzimlerin katalitik etkileri serbest ya da enzime bagli olarak bazi metal iyonlar1 tarafindan
arttirillmakta veya azaltilmaktadir. Aktivator olarak etki eden metal iyonlarini yapisinda bagl
olarak bulunduran enzimlere de metalloenzimler adi verilir. Enzimler iizerinde aktivatdr olarak
etki yaptig1 saptanan iyonlar sunlardir: Na', K, Rb", Cs*, Mg™, Ca™, Zn" Cd”, Cr? Cu?,
Mn'?, Fe™, Co'?, Ni*%, A1, NH,"

Aktivator ve inhibiitor olarak etki eden her bir iyon igin belirli bir optimum konsantrasyon vardir.
Baz1 enzimler, aktivite gosterebilmeleri igin mutlaka bir metal iyonuna gereksinim duyarlar. Bu
iyonlar EDTA gibi selat yapici bilesiklerle ortamdan uzaklastirildigi zaman enzim aktivitesinde

biiyiik oranda diismeler gdzlenir.

Inhibiitorlerinde aktivatdrler gibi reaksiyon hizina etkileri farklihk gosterir. Ozellikle protein
¢oktiirmede kullamilan bir takim maddeler inhibiisyona yol agabilirler. Ozellikle enzimlerin protein
kisminda -SH grubu bulunuyorsa bazi agir metal iyonlar1 inhibiitor olarak etki ederler (Goziikara,

E., 1997).
2.1.6. Enzim substrat iliskisi

Enzim aktif merkezinde gorev alan aminoasitlerden bazilar1 substratin dogru olarak aktif merkeze
baglanmasini saglamaktadir. Baska bir deyisle enzimlerin aktif merkezinde bir substratin
baglandig: bir de katalitik degisiklige ugratildig1 merkez bulunmaktadir. O halde aktif merkezdeki
baz1 bolgeler substrati baglamakta diger bdlge de kataliz olaym1 basarmaktadir. O halde aktif
merkezde iki bdlge bulunmaktadir. Bunlardan birincisi baglanma bolgesi digeri ise katalitik

aktivite bolgesidir.

Substrat ve enzimin birbiriyle baglanmasiyla alakali gesitli hipotezler éne siiriilmiistiir. Ornegin
anahtar-kilit modelinde substratin aktif merkezde enzime baglanirken anahtar kilit gibi baglandig1
kabul edilmistir. Diger bir goriise gore ise enzim substrati olmadifi zaman serbest olarak
bulunmaktadir. Ancak substrati ile bulusacak olursa enzim 6zel yapisini almakta ve substrat aktif

bolgeye baglanmaktadir. Bu ikinci hipoteze de indiiklenmis uyum hipotezi ad1 verilmektedir.
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2.1.7. Enzim aktivitesine etki eden parametreler

2.1.7.1. pH etkisi

Enzim reaksiyon hizlar1 farkli hidrojen iyonu konsantrasyonlarinda farkli degerler
almaktadirlar.Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ a da o enzimin optimum pH’ 1 denir.
Optimum pH degerinin hemen yanindaki pH degerlerinde enzim reaksiyonlarmin yavasladig
goriilmektedir. Genellikle optimum pH degerinden uzaklastikga aktivite diismekte, enzim denature
olmakta veya inaktif hale ge¢mektedir. Enzim ¢aligmalarinda optimum pH da calisabilmek igin

tampon ¢ozeltiler kullanilmakta ve pH belirli bir degerde sabit tutulmaya ¢alisilmaktadir.

2.1.7.2. Sicakhik etkisi

Normal kinetik kurallarina gore sicaklik arttik¢a reaksiyon hizida artmaktadir. Enzim reaksiyonlari
aktivite sicaklik ilskisi bakimindan incelendiginde normal kimyasal reaksiyonlarla birebir
uyusmadigl goriiliir. Enzim reaksiyonlarinda ancak belirli bir sicaklifa kadar reaksiyon hizinin
dolayisiyla aktivitenin artig1 goriilir. Enzimatik reaksiyonlarda bu sicaklik smirlari igerisinde
Arrhenius kanununa uymaktadirlar. Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in belirli bir sicakliktan
sonra yapilar1 bozulmaya baslar, belirli bir siire sonra enzim tamamen denatiire olacagindan enzim

iist sicaklik siniria dogru ¢iktikga tamamen aktivitesini yitirir.

2.1.7.3. Substrat konsantrasyonu etkisi

Enzim substrat konsantrasyonu iligkisi incelendigi zaman baslangicta substrat konsantrasyonu
arttikga enzimatik tepkime reaksiyon hizinin arttigi dolayisiyla enzim aktivitesinin arttig
goriilmektedir. Substrat konsantrasyonu belirli bir limite ulasinca iki ihtimal sézkonusudur:
Substrat1 inhibe edici etkisi varsa reaksiyonun yavasladigi goézlemlenir, inhibe edici bir etkisi
yoksa substrat konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin hizin degismeden sabit kaldig1

gozlemlenmektedir.

2.1.7.4. Enzim konsantrasyonu etKisi

Sabit enzim konsantrasyonunda, enzim reaksiyonunun hizi belirli bir noktaya kadar substrat
konsantrasyonu ile artar, bu seviyeden sonra substrat konsantrasyonunun artmasi ile reaksiyon
hizi degismez. Bu durumun grafiksel ifadesi Sekil 2.13° de

goriilmektedir.
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2.1.8. Enzimatik reaksiyon kinetigi

Enzimler katalizledikleri reaksiyonun aktivasyon enerjisini substrata baglanarak ve enzim substrat
kompleksi olusturarak diisiiriirler.Enzimler serbest enerji yiikiini ya da denge sabitini

etkilemezler.Sekil 2.6.’da da enzimin reaksiyonun aktivasyon enerjisine etkisini goriilmektedir.

Enzim yok Enzim var
Serbest Enerji  (katalizsiz) Serbest Enerji  (katalizli)

Aktivasyon
enerjisi, Ea

Tepkiyenler
—
AG®4
| Uriin Uriin
Reaksiyonun ilerlemesi Reaksiyonun ilerlemesi

Sekil 2.2. Enzim katalizli ve katalizsiz reaksiyonlarin aktivasyon enerjileri

X — 151 ve Raman spektroskopisi kullanilarak yapilan gesitli ¢aligmalar enzim—substrat (ES)
kompleksinin varligini ortaya g¢ikarmustir. Ancak enzim — substrat etkilesimi molekiiler acidan
heniiz tam olarak aciklanamamustir. Bu etkilesim farkli enzim — substrat kompleksleri i¢in farkl
olabilmektedir. Enzim ve substrati arasindaki etkilesim genellikle zayif kuvvetlerle olmaktadir.
Cogunlukla, Van der Waals kuvvetleri ve hidrojen bagi ES komplekslerinin olusumunu saglar.
Substrat aktif bolge olarak bilinen enzimin 6zel bir bolgesine baglanir. Substrat bagil olarak kiigiik
bir molekiildiir ve ¢ok daha biiyiik olan enzim molekiiliinde belli bir bolgeye yapisal olarak uyar.
Bu etkilesimi anlatan en basit model sekil 2.7° de anlatildigi gibi, enzimi kilit, substrati anahtar

olarak alan anahtar — kilit modelidir (Erdal, E., 2004).
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2.1.9. Lipaz enzimi

Lipazlar, enzimler igerisinde yag asitlerini sentezleyen veya yaglari hidrolizleyen lipolitik enzimler
oldugundan 6nemli bir grup olustururlar ve lipazlar gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri
hidroliz eden enzimler olarak tanimlanir Lipazlar sulu ortamda kati ve sivi yaglarin ve diger
lipidlerin hidrolizini katalizleyerek diagilgliserinler, monoagilgliserinler, gliserin ve serbest yag

asitlerini olustururlar. Enzimatik hidroliz tepkimesine lipoliz ad1 verilir.

Lipazlarin dogal substratlart uzun zincirli yag asitlerinin gliserin esterleri suda ¢ok az ¢oziiniirler.
Lipazlar, enzimin ¢6ziindiigi sulu faz ve su ile karigsmayan substrat fazi arasindaki ara yiizeyde
ester baglarinin hidrolizini katalizler. Gliseridler tercih edilen substratlarsa da lipaz enzimleri yag
asitlerinin diger alkollerle yaptiklar1 esterleri de hidrolizleyebilirler. Ancak suda ¢6ziinen esterlere
kars1 aktiviteleri oldukca diisiiktiir. Lipazlar spesifik segiciligi olan biyokimyasal katalizorler olup
belirli ozellikte ve yapidaki ester baglarmma etkilidirler. Bu nedenle kimyasal katalizorlerle
gerceklestirilen reaksiyonlarda olusan fiiriinlerin kontrolii miimkiin degilken lipazlarla yapilan
reaksiyonlar kontrol altinda tutulabilir, istenmeyen yan {iriinlerin olusumu engellenebilir ya da
minimum diizeyde tutulabilir. Lipaz enzimi ile katalizlenen enzimatik reaksiyonlarn bir diger
onemli avantaji reaksiyonlarin kimyasal prosese gore nispeten daha 1limli kosullarda (nétral pH,
sicaklik, atmosferik basing gibi) gerceklestirilmesidir. Lipazlar substrat spesifikliklerinden dolay1
reaksiyonu daha se¢imli gergeklestirirler. Lipolizizin spesifikligi ve derecesi kullanilan lipaza

baglidir.

Lipazlar, hidrolazlar smifinda olup triagil gliserol ester hidrolazlar olarak da adlandirilirlar.
Usttede bahsedildigi gibi lipazlar hidrolazlar smifinda olmakla beraber yag asit esterlerinin hem
hidrolizini hem de sentezini katalizleyebilirler. Katalizleme su ile ¢6ziinmez substratin olusturdugu
ara yiizeyde gergeklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara yiizey enzim aktivitesi igin gereklidir.
Lipazin tutuklanmasi sirasinda lipaz ile birlikte tutuklanmig olan su bu ara yiizeyin olusmasini

saglar.

Diinyada ticari olarak iiretilen enzimlerin % 3’ iinii lipazlar olusturur. Lipazlar 6zelliklerine gore,
spesifik olmayan lipazlar, 1,3-spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olarak ii¢ ayr1 grupta

incelenir.
2.1.9.1. Spesifik olmayan lipazlar
Bu gruba giren lipazlar, trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki agil gruplarimi koparabilme

yetenegine sahip olup, sonucta trigliseridleri, gliserin ve serbest yag asidlerine pargalarlar.

Reaksiyonda ana firiin olarak diagil ve monoagil gliserinler olusur. Candida cylindracea,
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Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan {iretilen

lipazlar bu gruba girerler (Elibol, M., 1997)

2.1.9.2. (1,3)-Spesifik Lipazlar

Bu gruba giren lipazlar nétral yaglari esdeger konuma sahip olan 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik
olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda triagilgliserinlerden yag asitleri 1,2(2,3)-diagilgliserinler
ve 2-monoagilgliserinler olusur. 1,2(2,3)-diacilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak
kararsiz olup sirastyla 1,3-diagilgliserinlere ve 1,3-monoagilgliserinlere izomerlesirler. Bdylece
olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilir ve sonugta 1,3-spesifik
lipazlar da spesifik olmayan lipazlar gibi trigliserinleri gliserin ve serbest yag asidlerine kadar
pargalayabilirler. Pankreas, Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Humicola lanuginosa,

Rhizopus ve Mucor tiirlerinden elde edlen lipazlar 1,3-spesifiktir (Haas, M.J., 1992).

2.1.9.3. Yag asidi spesifik lipazlar

Bu grup lipazlar acilgliserinlerdeki bazi yag asidlerine spesifik olup sadece bu yag asidlerinin
olusturdugu ester baglarimi pargalarlar. Yag asidi spesifik lipazlar igesterlesme reaksiyonunda
kullanilirsa olusacak {irlinler ¢ok sinirhidir ve bu sayede amaca uygun triagil gliserinler
sentezlenebilmektedir. Geotrichum candidum tarafindan iretilmis lipazin uzun zincirli bir yag
asidine 6zel bu tipinin esterlerin hidrolizi i¢cin bir ¢ok Ozellige sahip oldugu bilinmektedir.

(Baillargeon, M.W., 1989)

Lipaz enzimleri, i¢ esterlesme prosesinde serbest halden ¢cok ekonomik agidan daha uygun olan
tutuklanmis halde kullanilirlar. Enzim tutuklanmasi i¢in organik ¢oziiciilerden etkilenmeyen inert
desteklerin (tasiyici) kullanilmasi gerektiginden, enzim tutuklanmasinda kieselguhr, diatome
topragi, celite, hidrosiapatit gibi inorganik tasiyicilarin kullanilmas: uygundur. Literatiirde lipaz
enzimini tutuklamak i¢in kullanilan diger malzemeler ise, silika jel, oyuklu elyaf, prepolimer
recineler, poliiiretan prepolimerler, Ca-aljinat, regineler (amberlite), jeller (octyl sefaroz, diaion),

sefadeks, PVC, kitin, kitosan, agaroz, sefaroz ve trisakrildir (Sharma, R., 2001).

Lipazlar fiziksel o&zellikleri, substrat spesifiklikleri gibi biyokimyasal oOzellikleri, optimum
reaksiyon kosullari, aktivatorlere gereksinimleri ve inhibitérlere duyarhiliklar1 ag¢isindan
birbirlerinden farkliliklar gosterirler. Lipazlarin biiylik cogunlugu trigliseridlerdeki ester baglar1 ve

bu molekiillerdeki yag asidlerinin uzunlugu igin yiiksek spesifiklige sahiptir. Ornegin Candida
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cylindracea’ dan elde edilen enzim trigliseriddeki {i¢ ester bagiin hepsine birden atak yapar ancak
olduk¢a zayif termal kararliliga sahiptir. Penicillium cyclopium’ dan elde edilen lipazin bu ig
pozisyonada atak yaptig1 fakat bu zincirin trigliseridlere nazaran monogliseridlere daha hizli atak
yaptig1 kaydedilmistir. Taksonomik olarak yakin zincirler farkli tipte lipazlar iiretebilirler, bu
nedenle lipazin farkli kaynaklarinin arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Saxena, R.K., 2003).
Eukaryotlarda, lipazlar yagin sindirilmesi, absorbsiyon, yeniden yapilanmay1 kapsayan lipid
metabolizmasinin ve lipoprotein metabolizmasinin degisik basamaklarinda igerilmektedirler.
Bitkilerde lipazlar enerji depolama dokularinda bulunurlar. Lipazlarla lipidlerin ara yiizeyde nasil
etkilestikleri hala tam olarak agik degildir ve yogun arastirmalarin konusudur. Hemen hemen her
hafta yeni bir kaynaktan yeni bir lipazin kesfi literatiirde kaydedilmektedir. Lipazlar {izerindeki
arastirmalar Avrupa Toplulugu tarafindan desteklenen bir aragtirma projesinden esas ivmesini
almaktadir. Bu projede, bir kag lipaz yapis1 X- 1511 kristalografisi ile ¢oziilmiistiir ve enzimlerin
bu sinift molekiiler biyoloji ve kinetik agisindan ayrintili bir sekilde incelenmektedir (Haas, M.J.,

1992).

2.1.9.4. Lipaz aktivite tayin metotlari

Lipaz aktivitesi olusan tepkimedeki trigliseridin ortadan kaybolmasi veya yag asidi ve gliserol
olusumu izlenerek saptanabilir. Trigliseridin azalma hizinin saptanmaszyla ilgili eski bir metot olan
ve Ozellikle tributirin substratt igin gelistirilen stalagmometrik yontemden bahsedilebilir.
Yontemin esasi yiizey gerilimindeki degisimin 6l¢iimiidiir. Bunun yaninda tepkimenin olustugu
ortamdaki emiilsiyonun berrakliginin zamanla degisiminin izlendigi tiirbidimetrik metottan da

bahsedilebilir. Bu iki metot da trigliseridin azalma hizinin tespitiyle alakalidir.

Yag asidi artim hizinin 6lgiilmesiyle ilgili 6zellikle pH stat metodundan bahsedilebilir. Aktivite
tayininde en ¢ok tercih edilen metotlardan birinin bu oldugu sdylenebilir. Yontemin esas1 yag asidi
olusumuyla diisen pH’1n kontrolu esasina dayanir. Ortam pH’1 diizenli olarak o6l¢iiliir ve azalan pH
bir baz yardimu ile belli bir pH degerinde sabit tutulmaya caligilir. Tepkime boyunca kullanilan baz

miktarindan hareketle kullanilan enzimin aktivitesi tayin edilmeye c¢aligilir.

Bu bahsedilen metotlarin yaninda karbondioksit  hacminin zamanla O&lgiildigi warburg
analizinden, 6zgiil hacimlerin degisimine dayanan dilatometrik yontemden ve genellikle kompleks

olusumlarina dayanan bir yontem olan kolorimetrik yontemlerden bahsedilebilir.
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2.1.9.5. Para nitro phenil palmitate (p-NPP) metodu

Lipaz aktivite tayin metotlarindan biri de spektrofotometrik bir metot olan p-NPP metodudur.
Ozellikle ¢ok sayida aktivite tayininin yapilacagi durumlarda pratikligi, 6l¢iim hassasiyeti ve ¢ok
sayida deney setine kolayca uygulanabilirli§i agisindan son yillarda o6zellikle tercih edilen bir
metottur. Esasi p-nitro phenil palmitate kullanilarak olusan tepkime sonucu ortaya ¢ikan p-nitro

phenolun zamanla degisiminin spektrofotometre yoluyla takibine dayanir.

2.2. Mikroorganizmalar

2.2.1. Mikroorganizmalarin genel 6zellikleri

Canlilar alemi genel olarak {i¢ grupta incelenebilir.

1. Protista: Bu gruptaki canlilar da iki sinifa ayrilirlar.

Prokaryotlar: En ilkel tek hiicreli canlilar olan bu grubun baslicalar1 bakteriler, viriisler ve
mavi-yesil alglerdir.

Okaryotlar: Prokaryotlardan daha gelismis canlilar grubudur. Hiicre yapilarinda
farkliliklar vardir. Mantarlar (sapkali mantarlar, kiifler ve mayalar), tek hiicreli hayvanlar
(protozoalar) ve su yosunlari (algler) bu gruba girerler (Pekin, 1983).

2. Bitkiler

3. Hayvanlar

Bu ii¢ grupta yer alan canlilarin ¢ogu biyokimya miihendisliginde olduk¢a 6nem tagirlar
ve gesitli {irlinlerin eldesi, enzim ve protein aywrma ve saflastirma, genetik ve medikal
uygulamalar, atiksularin aritilmasi gibi bircok amag icin genis dlgiide kullanilirlar. ikinci ve
iiciincii grupta yeralan canlilar geligmis canlilardir. Birinci grupta yeralan ve ancak mikroskop
altinda goriilebilen ve ¢ogunlukla tek hiicreli olan canlilar mikroorganizma olarak adlandirilir.
Mikroorganizmalar dogada, su ve toprakta, bazi gida maddelerinde, gelismis canlilarin deri ve
bagirsaklarinda, organik maddelerde hemen her yerde bulunurlar (Pekin, 1983; Walker, 2000).

Mikroorganizmalar gesitli sekillerde gruplandirabilmek miimkiindiir. Kullandiklar1 besin
yoniinden inorganik hammadde kullanarak ¢ogalan mikroorganizmalara litotrof, organik besin
kullanarak cogalanlara organootroflar denir. Ihtiyaci oldugu karbonu organik bilesiklerden
sagliyorsa hetotrof, CO,’den sagliyorsa ototrof mikroorganizma denir. Enerji kaynagi olarak giines
15181 kullananlara fototrof, enerjiyi kimyasal maddelerden saglayan mikroorganizmalara kemotrof
denir. Ayrica oksijen ihtiyacina gore de aerobik, anaerobik, fakiiltatif ve mikroarofilik olmak {izere

dort gruba ayrilirlar.
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Mikroorganizmalar yapilarinda (viriisler harig) yaklasik %75-80 oraninda su igerirler.
Bakteri, maya ve tek hiicreli alglerin kuru agirliklarmin %50’si proteinden olusur. Mantarlar gibi
daha karmasik mikroorganizmalarin hiicre duvarini olusturan inert polisakkarid bilesikler ise, kuru
agirliklarinin biiyiik oranint olusturur. Viriisler hari¢ biitiin mikroorganizmalarin diger bir 6nemli
bileseni de lipidlerdir.

Mikroorganizmalar uygun kosullarda biiyiir, gelisir ve cogalirlar, uygun olmayan
ortamlarda {iireyemezler, ya Oliirler ya da bu ortamlara dayanacak sekiller olustururlar.
Mikroorganizmalarin gelismesi ve lreyebilmesi igin gerekli sartlari saglayan (ortam pH’,
nemlilik, oksijen ve ¢esitli derisimlerde kimyasallar) ve gerekli maddeleri igeren ortama besin

ortami denir.

2.2.2. Mikroorganizmalarin biiyiimesi

Her mikroorganizma grubu farkli sekilde biiyiir ve ayn1 besin maddesini farkli metabolik
yollarla kullanabilir. Cogalmalari igin farkli biiylime ortamlarini tercih eden mikroorganizmalar,
hiicre icerisinde de farkli kimyasallar igerebilirler. Ustte de denildigi gibi viriisler haricindeki
mikroorganizmalarin yaklasik %75- 80’ni su olusturur. Bakteriler, maya ve tek hiicreli algler kuru
agirliklarinin yarisi kadar protein icerebilirler ve bu proteinlerin ¢ogu enzim yapisindadir.

Mikroorganizmalarin liremesini etkileyen en 6nemli faktdrlerden biri de ortamdaki besin
maddeleridir. Ozellikle seker (glukoz, sakkaroz, laktoz, maltoz, fruktoz) tiiri maddeler
mikroorganizmalarin biiyiimesini etkileyen biiylimeyi smnirlayan ana besin maddesidir. Ayrica
mikroorganizmalar azot, potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere de ihtiyag

duyarlar.

2.2.2.1. Enerji kaynad

Mikroorganizma, biiylime ve sentez ic¢in gerekli enerjiyi, karbon kaynagi olarak
karbondioksiti veya ¢ozeltideki bikarbonatlar1 kullanarak igerdigi klorofil a ve b pigmentleri
katalizorliigiinde giines enerjisinden saglar. Karanlikta ise gerekli enerjiyi glukoz ve sakkaroz gibi
organik kokenli karbon kaynaklarindan temin eder. Bunlar nisasta, seker, organik asitler, yaglar ve
hidrokarbonlardir. Fakat ayni karbon kaynaklarin1i parcalama sekilleri mikroorganizmadan
mikroorganizmaya ¢ok degisiklik gosterir. Ekseri mayalar nisastay1 ya hi¢ ya da yeter derecede
hizli parcalayamadiklar1 halde, sekerleri kolaylikla pargalayabilirler. Birgok hallerde,
hidrokarbonlarda oldugu gibi, parg¢alanma ilk defa pargalayict enzimlerin substrata
adaptasyonlarindan sonra meydana gelir. Yiiksek sicakliklarda yasayamayan mikroorganizma 20-

25°C ve pH 7.0 degerinde en verimli iiremeyi gosterir.
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2.2.2.2. Azot kaynad:

Azot kaynagi olarak birgok hallerde NH, ve NO™ gibi anorganik azotlu maddeler asimile
edilebilir. Baska hallerde ise organik azot kaynaklari daha iyi degerlendirilir. Ornegin iirin, piirin,

¢esitli aminoasitler, pepton, maya ekstrakti ve protein bu gibi maddelerdir.

2.2.2.3. Mineral kaynag

Mikroorganizmalar azot ve karbon kaynaklarindan farkli olarak element halinde O, H, P,
S, K, Ca, Mg, Fe ve kismen iz element olarak Mn, Cu, Zn, Mo, Co, Ni, V, B ve Na isterler. Bu iz
elementlerin pek ¢ogu diger tuzlar ve kompleks maddeler iginde bulagmis bir halde bulunurlar

(Pekin, 1983).
2.2.3. Mikroorganizmanin biiyiimesine etki eden parametreler

2.2.3.1. pH

Hidrojen iyonu derisimi (pH) mikrobiyal tireme hizini, dolayisi ile enzimlerin aktivitesini
etkiler. Ureme icin optimum pH, {irlin olusumu igin olan optimum pH’tan farkli olabilir.
Genellikle kabul edilebilir pH arali§i optimumdan +1 ile 2 pH birimi kadar degisebilir. Farkli
mikroorganizmalar farkli pH optimumlarina sahip olabilir; bir ¢ok bakteriler i¢in optimum pH 3.0-
8.0 arasinda degisir, mayalar i¢in 3.0-6.0, kiifler icin 3.0-7.0, bitki hiicreleri i¢in 5.0-6.0, hayvan
hiicreleri ig¢in 6.5-7.5 arasinda degisir. Bir¢cok organizma, c¢evresel pH’ta diizensizlikler
olustugunda, hiicre i¢indeki pH’1 goreceli olarak sabit bir degerde tutmak i¢in mekanizmalara
sahiptir. pH optimum degerinden farklilik gdsterdiginde, organizmanin varligini siirdiirme enerji
gereksinimleri artar. Farkli mikroorganizmalarin, farkli pH optimumlarina sahip olmalar
nedeniyle, ortam pH’1 iremesi istenen mikroorganizma tiirline sec¢imlilik saglamak igin
kullanilabilir.

Cogu fermentasyonlarda pH onemli olgiide degisebilir. Azot kaynagir onemli olabilir.
Eger amonyum tek azot kaynagi ise, hidrojen iyonlar1 amonyagin mikrobiyal kullaniminin bir
sonucu olarak, pH’ta gézlenen bir azalma ile birlikte, ortama serbest birakilabilir. Eger nitrat tek
azot kaynagi ise, hidrojen iyonlari, pH’ta gdzlenen bir artis ile birlikte nitrati amonyaga
indirgemek i¢in, ortamdan uzaklastirilir. Ayn1 zamanda pH, organik asitlerin {iretimi, asitlerin
Ozellikle de amimoasitlerin kullanimi veya bazlarin iiretimi nedeni ile de degisebilir. CO,’in
ortama eklenmesi veya ortamdan uzaklastirilmasi, deniz suyu veya hayvan hiicre kiiltiirii gibi bazi
sistemlerde pH’1 6nemli dl¢iide degistirebilir. Bir tampon veya aktif pH kontrol sistemi araciligi

ile pH kontrolii nemli olabilir (Shuler ve Kargi, 2002).
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2.2.3.2. Sicakhik

Mikroorganizmalar i¢in diger dnemli bir kosul sicakliktir. Her mikroorganizma icin belli
sicaklik smurlar1 icinde bir gelisme optimumu vardir. Sicaklik, mikroorganizma ortaminin
igerisindeki ¢dziinmiis oksijen derisimini, buna bagli olarak biyolojik aktiviteyi olduk¢a fazla
etkilemektedir. Her mikroorganizma i¢in belli sicaklik i¢inde bir gelisme optimumu vardir. Bu her
zaman belli bir metabolizma {irlinliniin optimum olusumu ile uyum halinde bulunmaz. Sicaklik

mikroorganizmanin gelismesinde yalniz bir kosul degil ayn1 zamanda bir sterilizasyon aracidir.

2.2.3.3. Oksijen ihtiyaci

Mikroorganizmanin gelismesinde ¢ok dnemli bir faktdr de oksijendir. Ayrica mikroorganizmalarin
verimli gelisimi i¢in, karigtirma ile substratla devamli temasi da saglanmalidir (Pekin, 1983; Kargi,
1993; Walker, 2000). Bircok fermentasyon olaylarinda baslangigta substratta mevcut olan oksijen
CO, veya H, olusmasiyla subsrattan veya subsrat {istiindeki hava tabakasindan siiriiliip atilir. Baz1
durumlarda daha iyi bir oksijensiz kosul yaratmak i¢in fermentasyon sivisi icine CO, . N, sevk

edilir (Shuler ve Kargi, 2002).

2.2.4. Mikroorganizmalarin biiyiime evreleri

Bakterilerin bir ¢ok maya ve kiif mantarlarnin geligmesinde agsagidaki evreler

gozlemlenebilir (Sekil 2.1).

2.2.4.1. Gecikme evresi

Belirli bir besin ortamina ekilen mikroorganizmalar yeni ortama uyum gdsterip
cogalmaya baslaymcaya kadar belirli bir siire gecer. Bu sirada hiicre sayisinda hemen hemen
higbir artiy gozlenmez. Bu siireye gecikme evresi adi verilir. Bu siirenin uzunlugu asilanan
bakterinin yast ve besiyerinin iyi se¢ilmesine baglidir. Gecikme evresinden sonra mikroorganizma
sayisi yavag yavas artmaya baslar. Mikroorganizma sayisi belirli bir diizeye ulasincaya kadar da

gegis evresi diye adlandirabilecegimiz ara evre devam eder.

2.2.4.2. Logaritmik evre

Bu evrede mikroorganizmalarin canli, geng ve ding oldugu kabul edilir. Logaritmik
evrede mikroorganizmalar iistel olarak arttig1 i¢in kesikli kiiltiirlemede ortamdaki besinler giderek

azalir. Ortamda inhibe edici liriinlerde olusabilecegi i¢in maksimum derisime ulasilmayabilir.
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2.2.4.3. Duraklama evresi

Logaritmik evreden sonra mikroorganizmalarin yaslanmasi ve o6liim olaymin
belirginlesmesi nedeni ile ¢ogalmada yavaslama yani logaritmik evreye kiyasla cogalma hizinda

azalma gozlenir. Buna duraklama evresi denir.

2.2.4.4. Sabit evre

Bu evrede kimi mikroorganizmalar iirer, kimileri 6lir ve bazilari da c¢ogalmadan
yasamlarint siirdiiriir. Bu ii¢ etken birbirini dengeledigi i¢in mikroorganizma sayisinda zamana

gore net bir artis gozlenmez.

2.2.4.5. Oliim evresi

Mikroorganizmalarin disa salgiladigi enzimlerden dolay: hiicre zarlarinda pargalanma ve
hidroliz olaylar1 belirgin bir hal alir. Hidrolitik ve lipolitik enzimlerin meydana getirdigi bu olaya

genel olarak ‘Lisis’ denir (Pekin, 1983; Shuler ve Kargi, 2002).

Legarirmilk: Evra

Ciargun Ewre

[ l I l Qliirn Evrasi

Hiizra Jayis

Sekil 2.3. Mikroorganizma biiylime evreleri
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2.2.5. Mayalar

Mayalar mantar ailesinin genis bir bolimiinii olustururlar. Dogada ¢ok yaygin olarak
bulunan mayalarin hiicre yapilar1 biiyiik oranda proteinler, polisakkaritler, lipidler ve niikleik
asitlerden olusur. Hiicre biiyiikligiine gore bakterilerle yiiksek mantarlar arasinda yer alirlar
(Shuler ve Kargi, 2002). Maya hiicre zar1 ise genellikle protein, lipid ve fosfat yapidadir. Genel
olarak maya hiicrelerinin %75’i su geri kalani ise diger maddelerdir. Diger maddelerin yaklasik
yarisini proteinler, geri kalan kismini da karbonhidratlar, yaglar, aminoasitler, peptidler, vitaminler
ve enzimler olusturur. Mayalarda bulunan enzimler hidrolazlar ve desmolazlar olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Hidrolaz enzimleri karbohidrolaz, proteaz ve esterazlardir. Karbohidrolazlardan olan
glikonaz yedek besin maddesi glikojeni glikoza, sakkaraz sakkarozu glikoz ve fruktoza, maltaz
maltozu glikoza doniistiiriir. Proteazlar yiiksek molekiillii proteinleri hidrolize ederek parcalayan
enzimlerdir. Esterazlardan olan lipaz, yaglar1 hidroliz eder, fosfataz ise fosforik asitin organik
bilesimlerini pargalayarak fosforik asit aciga c¢ikarir. Desmolaz enzimleri yiikseltgenme ve
indirgenme tepkimelerini katalizler. Ayrica hiicre zarinda permaazlarda denilen ve dis ortamdan
hiicre icerisine madde transferini saglayan enzimler de bulunmaktadir.

Mayalarin tiremeleri boliinerek ya da tomurcuklanarak olmaktadir. Boliinerek ¢ogalan
maya hiicreleri, hiicre ortasindan bdliinerek bir ara bolme olusturur ve buradan hiicre ikiye
ayrilarak ayni biiyiikliikte iki yavru hiicre olusur. Tomurcuklanarak ¢ogalan mayalar uygun cevre
kosullar1 bulurlarsa tomurcuklanma ile bir hiicreden bir veya daha ¢ok ¢ikintt meydana gelir ve
bunlar yeni hiicreler halinde gelisir. Gelisen bu hiicreler daha sonra ana hiicreden ayrilir.
Tomurcuklanarak ¢ogalan bir maya hiicresi yaklasik 50-55 defa tomurcuklanabilmektedir.

Maya hiicreleri, hiicre boyutlari, sekilleri ve renkleri bakimindan genis bir dagilim
gosterirler. Hiicre bicimleri genellikle kiiresel, elipsoidal, u¢ kisimlar1 kiiresel silindirik (limon
yapisina benzer) veya oval olabilmektedir. Mayalarin hiicre ¢aplari bazi tiirlerde farklilik
gostermesine karsin, genellikle 1-10 pm araliginda degismektedir.

Mayalarin gelisebilmeleri ve aktivitelerini devam ettirebilmeleri i¢in bazi ortam sartlarina
ve bazi besin maddelerine ihtiyaglar1 vardir. Mayalarin iiremelerini etkileyen en 6nemli ortam
sartlar1  pH, sicaklik ve havalandirmadir. Mayalar asidik ortamda  gelisebilen
mikroorganizmalardir. Mayalar i¢in en uygun ireme pH’1 4.0-4.5’tir. Ayrica mayalar 0-50°C
arasinda degisen genis bir sicaklik araliginda tireyebilir. Mayadan mayaya fark etmesine ragmen
genellikle hepsi en iyi tiremeyi 25-27°C’de gosterir. Ancak daha diisiik ve yiiksek sicaklik maya
aktivitesini ve liremesini oldukca yavaglatir. Mayalarin iiremesini etkileyen bir diger etken ise
havalandirmadir. Mayalar havalandirmali ve havasiz ortamda iireyebilirler. Ancak havalandirmali
ortamda daha hizl {irerler. Havasiz ortamda ise besin maddesini {iriine (etil alkol) doniistiiriirler.
Maya biiylimesine ortam sartlar1 disinda bazi besin maddeleri de dogrudan etki eder. Heterotrof bir

mikroorganizma olan mayalarin en dnemli ve liremesini kisitlayan ve kontrol eden besin maddesi
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karbonhidratlardir. Bu karbonhidrat kaynagi glukoz, sakkaroz, fruktoz, mannoz veya laktoz
olabilir. Mayalarin iiremesine etki eden bir diger 6nemli madde ise azottur. Bunun yaninda
potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere de ihtiya¢ duyarlar.

Tipik bir maya hiicresini olusturan kisimlar ve igerdikleri organellerin iglevleri asagida
aciklanmaya calisilmistir (Pekin, 1983; Walker, 2000):

Hiicre duvari: Maya hiicresinin en dis tabakasinda bulunan hiicre duvart hiicreye sekil
verir ve hiicreyi korur. Hiicre i¢i ve dis ortam arasindaki osmotik basing dengesini saglar. Bagta su
olmak {iizere hiicre i¢ine giren maddelerin kontroliinii hiicre duvar1 yapar. Ayrica dig ortamdaki
biitiin maddelerin taninmasi islevini de yapar (Walker, 2000).

Hiicre zari: Hiicre duvarmin altinda hiicre zar1 bulunur ve yari1 gegirgendir. Besin
maddelerini igeri alirken, maya metabolizmasinin {irettigi Girlinleri hiicre digina aktarir.

Stoplazma: Maya stoplazmast su igerigi fazla ve asidik (genellikle pH 4.0-5.5 araliginda)
akigkan bir sividir. Yapisinda diisiik ve biiyiik molekiil agirlikli bilesikler, ¢6ziinmiis proteinler,
glikojen ve diger ¢oziinebilen bilesikler bulunur. Maya stoplazmasi igerisinde bulunan taneciklerin
cesitli iglevleri vardir. Bunlar;

Ribozom: Protein ve riboniikleik asitlerden olusan ribozomlarin gérevi protein sentezidir.

Mitokondri: Cubuk seklindeki bu organel hiicrenin solunum organidir. Lipoprotein ve
riboniikleik asitten olusur. Hiicrenin aktivitesi igin gerekli enerjiyi depo ederler. Enzim sentezleri
ve yedek besin maddelerinin yapiminda gorev alir.

Golgi aygiti: Cift zarli olan bu aygit lipid, protein ve riboniikleik asit yapidan
olugsmaktadir. Hiicrenin diger organellerinden gelen atiklar bu aygitta toplanarak atilmak iizere
buradan vakollere verilir.

Endoplazmik retikulum: Hiicre zarindan baslayarak stoplazma icerisinde ¢ekirdege kadar
uzanan ¢ift katli zardan olugsmus bir ag 6rgiisiidiir. Plazma iletii yoludur.

Lizozom: Mitokondride sentez edilen bazi enzimler lizozomlarda depo edilir.

Sentrozom: Cekirdege yakin bulunan sentrozom g¢ekirdek boliinmesinde rol oynar.

Vakol (bosluk): Ince bir zarla cevrili olan bu bosluklarin igerisinde diisiik molekiil
agirlikli maddeleri igeren sivi bulunur (Walker, 2000).

Cekirdek: Stoplazma igerisinde bir zarla g¢evrili ¢ekirdek bulunur. DNA’dan olusan
kromozomlar1 ve g¢esitli proteinleri iceren cekirdek, kalitim ozelliklerini barmdirir. Cekirdek
icerisinde ayrica RNA’ca zengin kiiresel ¢ekirdekcik bulunur.

Insanlik tarihinde ilk kullamlan mikroorganizmalar mayalardir. Giiniimiize kadar yaklasik
700 ¢esit maya kiiltlirii belirlenmis olmakla beraber yeni maya kiiltiirlerinin tanimlanmasina da
halen devam edilmektedir. Mayalar binlerce yildir insanlar tarafindan degisik amaglar igin
kullanilmaktadir. Mayalarin ilk kullaniminin Babil’liler, Stimer’ler ve Misir’lilar tarafindan bira ve
sarap iretiminde ve hamurun mayalanmasinda oldugu sanilmaktadir. Modern ¢agda ise mayalar

geleneksel gida endiistrisinde (ekmek mayast iiretimi, c¢esitli enzimler, pigmentler, gida
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asitlendiricilerin elde edilmesi) kullanimlarinin yanisira, bir¢ok fermantasyon prosesinde (bira,
etanol) de kullanilmaktadir. Mayalarin gelecekte yenilenebilir enerji kaynaklarinda, cevresel
biyoteknolojide ve insan sagligm ilgilendiren pek ¢ok biyolojik gelismede daha genis uygulama
alant bulacagi beklenmektedir. Enerji {iretimi agisindan bakildiginda mayalarin metabolik olarak
etanol irettikleri bilinmektedir. Bu iiretimi yenilenebilir karbonhidratlar {izerinden gerceklestirdigi
g0z Oniine alindiginda bunun biiyiikk bir avantaj saglayacagi goriilmektedir. Mayalarin cevresel
biyoteknolojide de gittikce artan Onemde kullanilacagi tahmin edilmektedir. Atiksulardan
biyosorpsiyon ve biyobirikim yontemleriyle agir metal iyonlarinin ve boyarmaddelerin giderimi ve
geri kazanimi ¢alismalarinda ¢esitli tiirdeki mayalar basariyla kullanilmaktadir. Mayalarin zorlu
ortam kosullarinda, 6rnegin, asidik ve toksik etkiye sahip agir metal iyonu iceren ortamlarda
iireyebilme dayanikliligi gostermesi ve bu tiir maddeleri hiicre igerisine alabilme 06zelliginin
bulunmasi (biyobirikim), mayalarin diger mikroorganizmalara gore istiinliigiinii gostermektedir.
flag endiistrisinde as1 iiretimi ve &zellikle insan tedavi amacl proteinlerin, hormonlarin ve kan
faktorlerinin iiretiminde de mayalar kullanilmaktadir. Tek hiicre proteinlerinin iiretilmesi ve
bunlarin farkli fonksiyonel gruplar icermesi 6nemli uygulamalardan sayilabilir.

Bazi1 maya tiirlerinin 6zel kullanim alanlar1 ise agagida verilmistir;

Arxula adeninivorans: Nitrat ve aminlerin donistiiriilmesinde énemli rol oynar. Optimum
tireme sicakligi 45°C nin iizerindedir.

Candida tiirleri: Cok genis kullanim alanina sahip olan bu maya, 6-aminopenisillanik asit,
B6 vitamini, NAD, FAD, metil ketonlar, sitrik asit, riboflavin, triptofan ve biyokiitle, ve enzim
iiretiminde kullanilir.

Hansenula plymorpha: Metil tiketen bir mayadir. Gen aktarimi i¢in 6nemlidir.

Kluyveromyces marxianus: Laktoz ve polifruktozan fermantasyonunda kullanilir.

Pachysolen tannophilus: Bazi hidroliz iriinlerinde bulunan pentoz sekerlerinin
fermantasyonunda kullanilir.

Phaffia rhodozyma: Gida boyalarmin eldesinde kullanilir.

Saccharomyces tiirleri: Bira, ekmek mayasi, vitaminler, sarap, sampanya, sirke, alkol,
gliserol, invertaz, hayvan yemi, ilag ham maddesi, biyofarmosetiklerin iiretiminde ve nisasta
fermantasyonunda kullanilir.

Schizosaccharomyces pombe: Saraptan asit gideriminde, etanol iiretiminde ve geleneksel

Afrika alkollii igeceklerinin fermantasyonunda kullanilir (Walker, 2000).

2.2.5.1. Candida utilis

Genis kullanim alanina sahip olan bu maya, 6-aminopenisillanik asit, B6 vitamini, NAD,
FAD, metil ketonlar, sitrik asit, riboflavin, triptofan ve biyokiitle liretiminde kullanilir. Optimum
¢ogalma sicakligi 0-50°C olmak tizere genis bir sicaklik araliginda iirer. En iyi tireme 25-30°C°de

olmaktadir. Hiicre ¢ap1 1-10 pm araliginda degismektedir. Uremesi tomurcuklanarak olmaktadr.
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Tomurcuklanma ile bir hiicreden bir veya daha ¢ok ¢ikinti meydana gelir ve bunlar yeni hiicreler
halinde gelisir. Gelisen bu hiicreler daha sonra ana hiicreden ayrilir. Tomurcuklanarak ¢ogalan bu
maya hiicresi yaklasik 50-55 defa tomurcuklanabilmektedir. Maya o6ziitii, glukoz, siilfat ve
potasyum gibi besinleri iceren ortamlarda ozellikle pH 4.0-4.5 araliginda hizli biiyiirler. Besin

ortami ¢ok asidik olmamak kaydiyla diger pH’larda da tirerler.

2.2.5.2. Mikroorganizmalar ve iiretim yontemleri

Yapilan galismalarda Cumhuriyet Universitesi Kimya Miihendisligi boliimiinden temin
edilen Candida utilis mayasi kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin tiretiminde karbon kaynagi olarak bir seker endiistrisi ati§1 olan
melas kullanilmis ve Afyon seker fabrikasindan temin edilmistir. Sekerin kristallenme yolu ile elde
edilmesiyle son ana gurup olarak geri kalan melas dnemli miktarda seker (sakkaroz) igerir. Ayrica
melas seker dis1t maddeler bakimindan da zengindir. Melas yaklagik %50 sakkaroz, %30 seker dis1
maddeler ve %20 sudan olugmaktadir. Seker disi maddelerin yaklagik %10’unu ise kil tegkil
etmektedir. Kiil, melasin yanmasindan sonra geri kalan anorganik maddedir. Geri kalan %20 ise
organik seker digt maddelerdir.

Mayanin iiretimi icin hazirlanan sivi besin ortamlari 10 g/L melas sakkarozu, 1 g/L
amonyum siilfat ve 1 g/L potasyum dihidrojen fosfat igermektedir. Ureme calismalar1 icin

hazirlanan besin ortamlar1 otoklav’da 15 dk siiresince 121°C ve 2 atmosfer basingta sterillenmistir.

2.3. Deneyler

Deneysel ¢aligmalar 100.0 mL ¢aligma hacmine sahip 250.0 mL’lik steril erlenlerde sabit
sicaklik ve 150 rpm karigtirma hizinda g¢alisan g¢alkalayicida kesikli olarak gergeklestirilmistir.
Deneyler aktiflestiriciler, metal iyonu igeren ve igermeyen besin ortamlarina alistirilarak iistel
iireme evresine gelmis mikroorganizma ¢ozeltisinden 1.0 mL as1 alinarak deney ortamina

eklenmesiyle baslatilmistir. Biitiin deneylerde sicaklik 25°C’de sabit tutulmustur.

2.3.1. Analiz yontemleri

Belirli zaman araliklarinda deney ortamindan steril olarak alinan ornekler
santrifiijlenerek, sivi kisim lipaz, metal iyonu ve sakkaroz derisiminin tayininde, dipte ¢okelen

kisim ise mikroorganizma derisiminin bulunmasinda kullanilmistir.
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2.3.2 Lipaz aktivitesi tayini

Lipaz aktivitesinin saptanmasi i¢in de spektrofotometrik yonetem kullanilacaktir. Bir lipaz
birimi 30°C ve pH 6.0’ da dakikada 1 umol yag asitini serbest birakmak igin ihtiya¢ duyulan enzim

miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

2.3.3. Mikroorganizma derisimi tayini

Alinan ornekteki yas maya derisimi g/L cinsinden spektrofotometrik olarak 360 nm’de
absorbans okunarak tayin edilmistir. Daha sonra yas agirhk, yas agirlik-kuru agirlik

mikroorganizma ¢alisma dogrusundan yararlanarak kuru mikroorganizma derigimine ge¢ilmistir.

2.3.4. Sakkaroz derisimi tayini

Ornekteki sakkaroz derisimi g/L cinsinden, sakkarozun dinitrosalisilikasit ile verdigi
turuncu-koyu kirmizi renkli kompleks yardimiyla spektrofotometrik olarak 575 nm’de absorbans

okunarak tayin edilmistir (Forouchi and Gunn, 1983).

2.3.5. Bakir(II)/nikel(II) iyon derisiminin tayini

Biyosorpsiyon ve biyobirikim deneylerinde tekli bakir(II) veya nikel(II) iceren deney
ortamindan alman Ornekteki serbest bakir(Il) veya nikel(II) derisimi, bakir(Il) iyonlarinin veya
nikel(IT) iyonlarinin sodyum dietil ditiyokarbamatla yaptig1r sari-kahverengi renkli kompleks
yardimiyla spektrofotometrik olarak 460 nm’de absorbans okunarak tayin edilmistir (Snell and

Snell, 1959; Sandell, 1961).

2.4. Mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1

Kesikli sistemde {istel lireme evresinde mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi

0zgiil iireme hizi ile ifade edilir ve Esitlik 2.1 ile verilir (Pekin, 1983; Kargi, 1993).

—=uX @2.1)
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t=0 aninda X=X, t=t aninda X=X sinir kosullarinda Esitlik 2.2’nin integrasyonu ile Esitlik 2.13
elde edilir.

X=Xpe" (2.2)
Bu esitliklerde;
e Ozgiil iireme hiz1 (sa™),
X: Kuru mikroorganizma derigimi (g /L),
t: Zaman (sa)’dir.

2.4.1. Monod esitligi, metal iyonu icermeyen ortamda biiyiime kinetiginin modellenmesi

Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun gdzlenmedigi durumda, 6zgiil tireme hiz1 ile
mikroorganizmanin iireme hizin1 kontrol eden besin maddesi (substrat) arasindaki iliski Monod

esitligi ile verilir (Shuler and Kargi, 2002).

HmS
“TK +s =y

Burada S >> Kg oldugu zaman;

w: Ozgiil iireme hiz1 (sa™),
Hom: Maksimum 6zgiil iireme hiz1 (sa™),
Ks: Doygunluk sabiti (g/L) dir.

Esitlik 2.14’{in dogrusallastirilmis sekli Esitlik 2.15 ile gosterilebilir:

1 1 K. 1
— =4 S
“ooH, M, S

(2.4)

1/W’ye kars1 1/S grafiginin, x eksenini kesim noktasindan p,,, dogrunun egiminden ise Kg
bulunur. Diigiilk Kg degeri mikroorganizmanin diisiik substrat derisimlerinde de hizli iiredigini

gosterir.
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3. BULGULAR

3.1. Enzim Deneyleri

Candida utilis mayasiyla enzim iiretim ¢aligmalarinda baslangi¢ pH’1, baslangi¢ sakkaroz
derisiminin etkisi, ortama katilan aktivite artiric1 yaglarin ve bu yaglarin farkli oranlarimin etkisi ve
karigimdaki metal iyonunun tiirii, mikroorganizma tiremesi ve lipaz enzimi iiretim hiz ve verimini
etkileyen en dnemli parametreler olarak ele alinmistir. Bu amagla aktivite artiric1 olarak soya,
misir, zeytinyagi, aycicegi ve kanola yaglari, aktivite azaltic1 olarak da bakir(Il) veya nikel(II)
tekli metal iyonu karigimlari segilerek mikroorganizma iiremesi ve enzim firetimine etkileri
incelenmistir.

Deneysel caligmalarin ilk kisminda normal besin ortaminda mayanin enzim {iretme
yetenegi incelenmis ve mikroorganizmanin optimum {ireme pH’1  belirlenmistir.
Mikroorganizmanin maksimum enzim aktivitesini de maksimum {iredigi pH’da gosterdigi
bulunmus ve enzim deneyleri pH 4.0 degerinde gerceklestirilmistir.

Karisimdaki aktivatdr olarak farkli yiizdelerde katilan yaglarin ve inhibitdr metal

iyonlarinin etkileri karsilastirmali incelenmistir.

3.1.1. Baslangic pH’1mnin etkisi

Ortam pH’1 mikroorganizma iiremesi ve mikroorganizmanin enzim aktivitesi gdstermesi
icin en dnemli parametrelerden biridir. Sekil 3.1°den baslangi¢ pH’indaki artigin enzim aktivitesi
ve mikroorganizma liremesini artirdig1 ve pH 4.0 degerinde maksimum lireme ve enzim aktivitesi

elde edildigi goriilmektedir (Sekil 3.1) .
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Sekil 3.1. Candida utilis ig¢in baglangi¢ pH’inin enzim aktivitesi ve iireyen mikroorganizma

derisimine etkisi (S,: 10 g/L; T: 25°C; KH: 150 rpm)

3.1.2. Baslangi¢ sakkaroz derisiminin etkisi

Deneysel calismalar boyunca melas sakkarozu ana karbon kaynagi olarak kullanilmis, baslangic
sakkaroz derisiminin etkisi 1-10 g/L derisim araliginda incelendiginde baslangic sakkaroz
derisiminin artmastyla iireyen mikroorganizma derisminin ve lipaz enzimi aktivitesinin arttig

gorilmiistiir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Candida utilis i¢in farkli baslangic sakkaroz derisiminin enzim aktivitesi ve iireyen

mikroorganizma derisimi lizerine etkisi (T: 25°C; KH: 150 rpm)

3.1.3. Aktivator etkisi

Besin ortamina enzim aktivitesini artirici olarak %0.25-1.25 oraninda soya, misir , zeytin, aycicegi

ve kanola yaglari eklenmis ve enzim aktivitesini artiric1 etkileri incelenmistir. Biitiin yaglarda

ortama eklenen yag miktar1 artikca enzim aktivitesinin, ilireyen mikroorganizma &6zgiil hizi ve

mikroorganizma miktarinin arttig1 goriilmistiir. Maksimum aktivite artis1 ortama %10 soya yagi

eklendiginde bulunmustur. Deneysel sonuglar mikroorganizma tiiremesi ve lipaz enzimi

aktivitesinin artma ve azalma yoniinde beraber degistigini de gostermektedir. Aktivator olarak

yaglarin kullanildig1 besin ortamlarinda baslangi¢ sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda

degistirilerek sonuglar birbirleriyle kargilagtirmali incelenmistir.
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3.1.3.1. Soya yag etkisi

Ortama %0.25-1.25 soya yag1 eklenirken baslangi¢c sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda
degistirilmig, aktivator yag ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma &6zgiil iireme
hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ilizerine etkileri arastirilmigtir. Degisen
baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 3.3,
mikroorganizma 6zgiil tireme hizi Sekil 3.4. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.5. de sunulmustur. Sekillerden ortama eklenen soya yagi miktar1 ve baslangi¢ sakkaroz
derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma 06zgiil iireme hizin1 ve maksimum
iireyen mikroorganizma miktarmi 6nemli dl¢lide artirdigi goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki
artisin mikroorganizma iiremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi arttik¢a

iireyen mikroorganizmalarin daha fazla enzim iirettigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.3. Candida utilis i¢in farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde enzim aktivitesinin farkli
miktarlardaki soya yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.4. Candida utilis i¢in farkli baglangi¢c sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 06zgiil
ireme hizinin farkli miktarlardaki soya yag: ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.5. Candida utilis igin farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen
mikroorganizma derigiminin farkli miktarlardaki soya yag: ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.6.) izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan

maksimum 6zgiil iireme hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri Cizelge 3.1.’de sunulmustur.
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Sekil 3.6. Candida utilis igin soya yagi igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150
rpm)

Cizelge 3.1. Farkli oranlarda soya yag1 ve 1-10 g/L araliinda baslangi¢ sakkaroz derisimi iceren
ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 6zgiil tireme hizi ve doygunluk sabiti
degerleri

% Soya Yag1 Miktar1 Winax (1/52) K (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
0.25 0,460236 5,462537
0.50 0,4761 4,959055
0.75 0,476849 4,343522
1.00 0,51096 4,633693
1.25 0,516716 4,121687

Cizelge 3.1.’den baslangi¢ sakkaroz ve eklenen soya yagi miktarindaki artisla mikroorganizma

maksimum 6zgiil iireme hizinin arttig1, doygunluk sabiti degerlerinin ise azaldig1 goriilmektedir.
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3.1.3.1. Musir yagi etkisi

Ortama %0.25-1.25 musir yag1 eklenirken bagslangi¢ sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda
degistirilmig, aktivator yag ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma &6zgiil iireme
hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ilizerine etkileri arastirilmigtir. Degisen
baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 3.7.,
mikroorganizma 6zgil tireme hizi Sekil 3.8. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.9.’da sunulmustur. Sekillerden ortama eklenen misir yagi miktar1 ve baglangig¢ sakkaroz
derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma 06zgiil iireme hizin1 ve maksimum
iireyen mikroorganizma miktarmi 6nemli dl¢lide artirdigir goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki
artisin mikroorganizma iiremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi arttik¢a

iireyen mikroorganizmalarin daha fazla enzim iirettigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.7. Candida utilis i¢in farkli baslangi¢ sakkaroz derisimlerinde enzim aktivitesinin farkli
miktarlardaki misir yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.8. Candida utilis i¢in farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil
iireme hizinin farkli miktarlardaki misir yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.9. Candida utilis igin farkli baslangi¢c sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen
mikroorganizma derigsiminin farkli miktarlardaki misir yag: ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.10.) izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan

maksimum 6zgiil iireme hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri Cizelge 3.2.’de sunulmustur.
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Sekil 3.10. Candida utilis igin musir yagi igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

Cizelge 3.2. Farkli oranlarda misir yag: ve 1-10 g/L araliginda baslangi¢ sakkaroz derisimi igeren
ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 0&zgil lreme hizi ve doygunluk sabiti
degerleri

% Misir Yag1 Miktari Winax (1/52) K (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
0.25 0,443066 5,424457
0.50 0,465268 4,959289
0.75 0,464922 4,330745
1.00 0,499351 4,633726
1.25 0,508932 4,162756

Cizelge 3.2.°den baslangic sakkaroz ve eklenen musir yagi miktarindaki artisla mikroorganizma

maksimum 6zgiil tireme hizinin arttig1, doygunluk sabiti degerlerinin ise azaldigi goriilmektedir.
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3.1.3.1. Zeytin yag etkisi

Ortama %0.25-1.25 zeytin yag1 eklenirken baslangic sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda
degistirilmig, aktivator yag ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma &6zgiil iireme
hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ilizerine etkileri arastirilmigtir. Degisen
baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 3.11.,
mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 Sekil 3.12. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.13. de sunulmustur. Sekillerden ortama eklenen zeytin yagi miktari ve baslangi¢ sakkaroz
derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma 06zgiil iireme hizin1 ve maksimum
iireyen mikroorganizma miktarmi 6nemli dl¢lide artirdigir goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki
artisin mikroorganizma iiremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi arttik¢a

iireyen mikroorganizmalarin daha fazla enzim iirettigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.11. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde enzim aktivitesinin farkli
miktarlardaki zeytin yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.12. Candida utilis icin farkli baglangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil
iireme hizinin farkl miktarlardaki zeytin yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.13. Candida utilis igin farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen
mikroorganizma derisiminin farkli miktarlardaki zeytin yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.14.) izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan

maksimum 6zgiil iireme hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri Cizelge 3.3.’de sunulmustur.
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Sekil 3.14. Candida utilis i¢in zeytin yag1 i¢eren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

Cizelge 3.3. Farkli oranlarda zeytin yag1 ve 1-10 g/L araliginda baslangi¢ sakkaroz derisimi igeren
ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 0&zgil lreme hizi ve doygunluk sabiti
degerleri

% Zeytin Yag1 Miktari Winax (1/52) K (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
0.25 0,425152 5,373071
0.50 0,454463 4,959553
0.75 0,453001 4,317418
1.00 0,487757 4,633938
1.25 0,501077 4,205091

Cizelge 3.3.den baslangi¢ sakkaroz ve eklenen zeytin yagi miktarindaki artigla mikroorganizma

maksimum 6zgiil tireme hizinin arttig1, doygunluk sabiti degerlerinin ise azaldig1 goriilmektedir.

3.1.3.1. Aygcicegi yag etkisi

Ortama %0.25-1.25 ayg¢igegi yag1 eklenirken baglangic sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda

degistirilmis, aktivator yag ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma 0zgiil iireme
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hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ilizerine etkileri arastirilmigtir. Degisen
baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 3.15.,
mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 Sekil 3.16. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.17. de sunulmustur. Sekillerden ortama eklenen aygicegi yagi miktar:t ve baslangig
sakkaroz derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma 0zgiil lireme hizint ve
maksimum iireyen mikroorganizma miktarini 6nemli Olgiide artirdigi gortilmektedir. Enzim
aktivitesindeki artisin mikroorganizma iiremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma

iiremesi arttikca tireyen mikroorganizmalarin daha fazla enzim trettigi anlagilmaktadir.
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Sekil 3.15. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde enzim aktivitesinin farkli
miktarlardaki aycicegi yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.16. Candida utilis igin farkli baslangi¢c sakkaroz derigimlerinde mikroorganizma 06zgiil

iireme hizinin farkli miktarlardaki aycicegi yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.17. Candida utilis igin farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen

mikroorganizma derisiminin farkl miktarlardaki aygigegi yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Monod esitligine gore gizilen 1/u-1/S (Sekil 3.18.) izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan

maksimum 6zgiil iireme hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri Cizelge 3.4.’de sunulmustur.
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Sekil 3.18. Candida utilis igin aycicegi yag1 iceren ortamdal/p-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

Cizelge 3.4. Farkli oranlarda aygicegi yag1 ve 1-10 g/L aralifinda baglangi¢c sakkaroz derisimi
iceren ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 6zgiil tireme hiz1 ve doygunluk sabiti
degerleri

% Aycicegi Yag1 Miktari Wmax (1/32) K (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
0.25 0,399632 5,373057
0.50 0,445792 5,405225
0.75 0,444365 4,70583
1.00 0,478446 4,633702
1.25 0,474924 4,022606

Cizelge 3.1.’den baslangic sakkaroz ve eklene aycicegi yagr miktarindaki artisla mikroorganizma

maksimum 6zgiil iireme hizinin arttig1, doygunluk sabiti degerlerinin ise azaldig1 goriilmektedir.
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3.1.3.1. Kanola yag etkisi

Ortama %0.25-1.25 kanola yag1 eklenirken baslangi¢c sakkaroz derisimi de 1-10 g/L araliginda
degistirilmig, aktivator yag ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi, mikroorganizma &6zgiil iireme
hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ilizerine etkileri arastirilmigtir. Degisen
baslangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin gosterdigi lipaz aktivitesi Sekil 3.19.,
mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 Sekil 3.20. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.21. de sunulmustur. Sekillerden ortama eklenen kanola yagi miktar1 ve baslangi¢ sakkaroz
derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini, mikroorganizma 06zgiil iireme hizin1 ve maksimum
iireyen mikroorganizma miktarmi 6nemli dl¢lide artirdigir goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki
artisin mikroorganizma iiremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi arttik¢a

iireyen mikroorganizmalarin daha fazla enzim iirettigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.19. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde enzim aktivitesinin farkli
miktarlardaki kanola yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.20. Candida utilis icin farkli baglangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil

iireme hizinin farkl miktarlardaki kanola yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.21. Candida utilis igin farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen
mikroorganizma derisiminin farkli miktarlardaki kanola yagi ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

12
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Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.22.) izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan
maksimum 6zgiil iireme hiz1 ve doygunluk sabiti degerleri Cizelge 3.5.’de sunulmustur.
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Sekil 3.22. Candida utilis i¢in kanola yag1 igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

Cizelge 3.5. Farkli oranlarda kanola yag1 ve 1-10 g/L arali§inda baslangi¢ sakkaroz derisimi iceren
ortamlarda Monod esitligine bulunan maksimum &zgiil tireme hizi ve doygunluk sabiti degerleri

% Kanola Yag1 Miktar Winax (1/52) K (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
0.25 0,389241 5,327936
0.50 0,39119 5,065524
0.75 0,391282 4,434402
1.00 0,406124 4,666775
1.25 0,414886 4,204871

Cizelge 3.1.’den baslangi¢ sakkaroz ve eklene kanola yagi miktarindaki artigla mikroorganizma

maksimum 6zgiil iireme hizinin arttig1, doygunluk sabiti degerlerinin ise azaldig1 goriilmektedir.

3.1.4. Metal iyonlar1 bakir(IT), nikel(IT) etkisi

Deneysel ¢aligmalarin bu kisminda besin ortamina mikroorganizma iiremesini inhibe ettigi bilinen

bakir(IT), nikel(IT) iyonlar1 25-250 mg/L araliginda eklenerek metal iyonlarmin lipaz enzimi
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aktivitesine etkileri arastirilmistir. Tekli olarak ortama eklenen bakir(II) ve nikel(II) iyonlarinin
baslangi¢ derisimleri arttikga enzim aktivitesinin, mikroorganizma 6zgiil iireme hizinin ve iireyen
mikroorganizma derisiminin 6nemli oranda azaldigi, nikel(II) iyonlarinin bu azaltic1 etkisinin
bakir(Il) iyonlarina gére daha fazla oldugu bulunmustur. Ortamlarda baslangi¢ sakkaroz derigimi

de 3-10 g/L araliginda degistirilerek sonuglar birbirleriyle karsilastirmali incelenmistir.

3.1.3.1. Bakar(II) iyonu etkisi

Ortama 25-250 mg/L derisim araliginda bakir(Il) iyonu eklenirken baslangi¢ sakkaroz derigimi de
3-10 g/L araliginda degistirilmis, bakir(Il) iyonlar1 ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi,
mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve maksimum iireyen mikroorganizma derisimi iizerine etkileri
arastirtlmistir. 25-250 mg/L derisim aralifinda bakir(I) igeren ortamlarda degisen baslangic
sakkaroz derisimlerinde mikroorganizmanin  gosterdigi lipaz  aktivitesi Sekil 3.23.,
mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 Sekil 3.24. ve maksimum {ireyen mikroorganizma derisimi ise
Sekil 3.25. de sunulmustur. Sekillerden ortamdaki baslangi¢ sakkaroz derisimi artisinin lipaz
enzimi aktivitesini, mikroorganizma 6zgiil ireme hizim1 ve maksimum iireyen mikroorganizma
miktarini artirdig1 ancak ortamdaki bakir(Il) iyonlar1 derigimi artisinin ise lipaz enzimi aktivitesi,
mikroorganizma Ozgiir ireme hizi ve iireyen mikroorganizma miktarin1 6nemli oranda azalttig1
goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki bakir(II) iyonlart varlifiyla azalisin mikroorganizma
iremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iremesi azaldik¢a iireyen

mikroorganizmalarin daha az enzim iirettigi anlasilmaktadir.
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Sekil 3.23. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde enzim aktivitesinin farkli

derisimlerdeki bakir(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.24. Candida utilis icin farkli baglangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil

iireme hizinin farkl derisimlerdeki bakir(Il) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.25. Candida utilis ig¢in farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen

mikroorganizma derigsiminin farkli derisimlerdeki bakir(Il) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Farkli derisimlerde bakir(I) iceren ortamda Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.26.)
izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan maksimum &zgiil iireme hizt ve doygunluk sabiti

degerleri Cizelge 3.6.’de sunulmustur.
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Sekil 3.26. Candida utilis igin bakir(Il) iceren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150
rpm)

Cizelge 3.6. Farkli derisimlerde bakir(Il) iyonu ve 1-10 g/L araliginda baslangi¢ sakkaroz derisimi
iceren ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 6zgiil iireme hizi ve doygunluk sabiti
degerleri

Cu(D) (mg/L) Humax (1/52) K, (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
25.0 0,323792 5,495402
50.0 0,307513 6,771733
75.0 0,260024 5,839617
100.0 0,235699 6,297641
150.0 0,181409 5,286264
250.0 0,151669 4,672774

Cizelge 3.6.’dan baslangi¢ bakir(Il) ve sakkaroz derisimindeki artisla mikroorganizma maksimum
0zgill tireme hizinin 6nemli oranda azaldigi, doygunluk sabiti degerlerinin ise kismen azaldigi

goriilmektedir.



3.1.3.2. Nikel(II) iyonu etkisi

Ortama 25-250 mg/L derisim araliginda nikel(II) iyonu eklenirken baslangi¢ sakkaroz derisimi de
3-10 g/L arahiginda degistirilmis, nikel(Il) iyonlar1 ve sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi,
mikroorganizma 6zgiil ireme hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi iizerine etkileri
arastirllmistir. 25-250 mg/L derisim araliginda nikel(II) igeren ortamlarda degisen baslangic
sakkaroz derigimlerinde mikroorganizmanin  gosterdigi lipaz  aktivitesi Sekil 3.27.,
mikroorganizma 6zgiil ireme hiz1 Sekil 3.28. ve maksimum iireyen mikroorganizma derigimi ise
Sekil 3.29. de sunulmustur. Sekillerden ortamdaki baslangi¢ sakkaroz derisimi artisinin lipaz
enzimi aktivitesini, mikroorganizma 6zgiil ireme hizim1 ve maksimum iireyen mikroorganizma
miktarini artirdig1 ancak ortamdaki nikel(IT) iyonlart derisimi artisinin ise lipaz enzimi aktivitesi,
mikroorganizma Ozgiir ireme hizi ve iireyen mikroorganizma miktarin1 6nemli oranda azalttig1
goriilmektedir. Enzim aktivitesindeki nikel(II) iyonlar1 varligiyla azalisin mikroorganizma
iremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi azaldikga iireyen
mikroorganizmalarin daha az enzim iirettigi anlasiimaktadir.
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Sekil 3.27. Candida utilis igin farkli baslangi¢ sakkaroz derisimlerinde enzim aktivitesinin farkli
derisimlerdeki nikel(Il) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.28. Candida utilis icin farkli baglangic sakkaroz derisimlerinde mikroorganizma 6zgiil

iireme hizinin farkl derisimlerdeki nikel(II) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 3.29. Candida utilis igin farkli baslangic sakkaroz derisimlerinde maksimum iireyen
mikroorganizma derisiminin farkli derigimlerdeki nikel(I) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Farkli derigimlerde nikel(Il) igeren ortamda Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S (Sekil 3.30.)

izotermlerden bulunan kinetik sabitler olan maksimum &zgiil iireme hizt ve doygunluk sabiti

degerleri Cizelge 3.6.’de sunulmustur.
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Sekil 3.30. Candida utilis i¢in nikel(Il) iceren 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

Cizelge 3.7. Farkli derisimlerde nikel(IT) iyonu ve 1-10 g/L araliginda baslangi¢ sakkaroz derisimi
iceren ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 6zgiil iireme hizi ve doygunluk sabiti

degerleri
Nidl) (mg/L) Humax (1/53) K, (g/L)
0.00 0,417223 6,282961
25.0 0,263797 6,224016
50.0 0,241955 8,776434
75.0 0,181334 6,068885
100.0 0,156801 7,59263
150.0 0,118645 7,362283
250.0 0,069118 5,09642

Cizelge 3.7.’den baslangi¢ nikel(IT) ve sakkaroz derigimindeki artigla mikroorganizma maksimum

Ozgiil tireme hizinin 6nemli oranda azaldigi, doygunluk sabiti degerlerinin ise degiskenlik

gosterdigi goriilmektedir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Yapilan tez calismasinda bir maya tiiri olan Candida utilis mikroorganizmasi tarafindan
lipaz enzimi aktivitesi kesikli diizende ¢alisan karistirmali kapta baslangic pH’inin, baslangic
melas sakarozu derisiminin, ortama eklenen aktivite artiric1 yaglarin ve metal iyonu derisiminin
fonksiyonu olarak incelenmistir. Lipaz enzimi aktivite deneylerinde sicaklik 25°C olarak
secilmisgtir.

Deneysel g¢aligmalarin ilk kisminda aktivite artirici yaglar ile lipaz enzimi aktivitesi
deneyleri yapilmig ve sonuglar lipaz enzimi aktivitesi, v (U/L), mikroorganizma 6zgiil iireme hizi,
p (1/sa) ve maksimum mikroorganizma derisimi, X (g/L) cinsinden hesaplanmig ve
karsilagtirilmistir.

Deneysel calismalarin ilk kisminda enzim {iretimi icin ortam optimum pH’inin ve
baslangi¢ sakaroz derisiminin etkileri arastirilmig enzim iiretimi ve mikroorganizma iiremesi igin
kinetik sabitler tayin edilmistir. Baslangic pH’min ve mikroorganizmanin ana karbon kaynagi
olan sakarozun enzim iretimi ve mikroorganizma iiremesini dogrudan etkileyen bir parametre
oldugu goriilmektedir. pH 4.0 degerinde maksimum lipaz aktivitesi gozlenirken, baslangic
sakkaroz derigiminin de artmastyla aktivitenin arttig1 bulunmustur.

Mikroorganizma besin ortamina enzim aktivitesini artirict olarak katilan bazi ticari
yaglarin kullanilmasiyla enzim aktivitesini onemli oranda arttigi bulunmustur. Aktivatér olarak
soya, misir, zeytin, ay¢icegi ve kanola yaglart kullanilmigtir. Ortama %0.25-1.25 oraninda eklenen
yaglarin hepsinin enzim aktivitesini belli oranda artirdig1r gozlenirken en yiiksek aktivite artisi
ortama %1.25 oraninda soya yag1 eklendiginde, en diisiik aktivite artis1 ise %0.25 oraninda kanola
yag1 eklendiginde bulunmustur. Yaglarin enzim aktivitesini artirmasinin cesitli nedenleri olabilir.
Genel olarak biitiin yaglarin mikroorganizma tremesini de artirdigi deneysel sonuglardan
goziikmektedir. Mikroorganizma bu yaglar1 besin olarak da tiiketmektedir ¢iinkii protein
bakimindan ¢ok zengin olan bu yaglar genelde doymus yag oram diisiik yaglardir, dolayisiyla
daha fazla iireyen mikroorganizma daha fazla enzim iiretmektedir. Ayrica faydali asitler
diyebilecegimiz ve yapilarinda bol miktarda bulunan oleik, linoleik, linolenik asitler, gliseridler ve
lipidler enzim iiretimini indiiklemekte (tetiklemekte) yani artirmaktadir. Cizelge 4.1. de ortamda
10 g/L sakkaroz ile, %0.25 ve %1.25 oranlarinda yag varken bu yaglarin normal besin ortamina

gore gosterdikleri enzim aktivitesi artis oranlar1 goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda %0.25 ve %1.25 oranlarinda yag varken
elde edilen lipaz aktivitesinin yag icermeyen ortam aktivitesiyle karsilastirilmasi

Yag Orani Yag Aktivite (U/L) Ag?:;:e(yft?ils
% 0 - 425.,0 -
Soya 585,6 37,8
Maisir 556,3 30,9
%0.25 Zeytinyagi 527,0 24,0
Aygicegi 500,7 17,8
Kanola 450,6 6,0
Soya 788,5 85,5
Misir 783.,9 84,4
%1.25 Zeytinyagi 779,2 83,3
Aygcicegi 740,2 74,1
Kanola 673,6 58,5

Enzim aktivitesi artirici olarak kullanilan yaglarin enzim aktivitesini artirici etkisi yaninda
mikroorganizma liremesini, mikroorganizma 6zgiil tireme hizi ve mikroorganizmanin maksimum
iireyen derisiminin de arttig1 goriilmiistiir. Cizelge 4.2 de ortamda 10 g/L sakkaroz ile, %0.25 ve
%1.25 oranlarinda yag varken bu yaglarin etkisiyle mikroorganizma ozgiil iireme hizi ve

mikroorganizma maksimum tireme miktarlarindaki artis oranlar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda %0.25 ve %1.25 oranlarinda yag varken
elde edilen mikroorganizma 6zgiil tireme hizi1 ve maksimum iireyen mikroorganizma miktarinin
yag igermeyen ortamdaki degerlerle karsilastirilmasi

Ozgiil Ureme Ureme
Yag orani Yag u (1/sa) Hiz1 Artis X (g/L) Miktar1 Artis
Oran1 %’si Oran1 %’si
% 0 - 0,222 - 2,85 -

Soya 0,281 26,6 3,18 11,6

Misir 0,274 23,4 3,15 10,5

%0.25 Zeytinyag1 0,268 20,7 3,12 9,4
Aycicegi 0,251 13,1 3,06 7,3

Kanola 0,236 6,3 3,00 52

Soya 0,380 71,2 3,45 21,0

Maisir 0,371 67,1 3,41 19,6

%1.25 Zeytinyag1 0,362 63,0 3,38 18,6
Aycicegi 0,326 46,8 3,32 16,5

Kanola 0,300 35,1 3,25 14,0

Bu sonuglar genel olarak kullanilan yaglarin hepsinin mikroorganizmanin lipaz enzimi
aktivitesini ve mikroorganizma biiylime degerlerini soya>misir>zeytin>aycicegi>kanola sirasinda
artirdigini  gostermektedir. Ayrica Monod esitligine gore g¢izilen izotermlere gore bulunan

maksimum 0zgiil lireme hizlar1 da aktivatdr yaglarin kullanildigi ortamlarda daha yiiksek
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bulunmustur. Cizelge 4.3.’de ortamda 10 g/L sakkaroz ile, %0.25 ve %1.25 oranlarinda yag varken
Monod esitligine gore ¢izilen izotermlere gore bulunan maksimum enzim aktivitesi ve maksimum

0zgiil iireme hizlar1 degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.3. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda %0.25 ve %1.25 oranlarinda yag varken
Monod esitligine gore ¢izilen izotermlere gére bulunan maksimum maksimum 6zgiil ireme hizlar1
degerlerinin yag icermeyen ortamdaki degerlerle karsilastiriimast

Yag orani Yag Wmax (1/s2)
% 0 - 0,417
Soya 0,460
Misir 0,443
%0.25 Zeytinyag1 0,425
Aygicegi 0,399
Kanola 0,389
Soya 0,517
Misir 0,509
%1.25 Zeytinyag1 0,501
Aygicegi 0,474
Kanola 0,414

Enzim aktivitesini artirict ortam deneyleri yapildigi gibi deneysel ¢aligmalarin ikinci kisminda
mikroorganizma iiremesini inhibe ettigi bilinen bakir(I) ve nikel(II) iyonlarinin enzim aktivitesi
ve mikroorganizma iiremesine etkileri de incelenmistir. Tekli olarak 25-250 mg/L araliginda
ortama eklenen bakir(Il) ve nikel(II) iyonlarinin baslangi¢ derisimi arttikca lipaz enzimi
aktivitesinin dnemli oranda diistiigi bulunmustur. Cizelge 4.4. de ortamda 10 g/L sakkaroz ile, 25
mg/L ve 250 mg/L derisimlerinde bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlar1 varken bu iyonlarin normal besin
ortamina gore enzim aktivitesini azaltma oranlar1 gorilmektedir. Cizelgeden nikel(I) iceren ortam
sonuglarinin bakir(IT) ye kiyasla daha disiik oldugu, nikel(I)’nin aktiviteyi azaltic1 etkisinin daha

fazla oldugu anlagilmaktadir.

Cizelge 4.4. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 25 ve 250 mg/L derisiminde bakir(Il) ve
nikel(IT) varken elde edilen lipaz aktivitesinin normal ortam aktivitesiyle karsilastirilmast

Metal Tyonu Derisimi . . Aktivite Diisiis
(mg/L) Metal Iyonu Aktivite (U/L) Oram %’si
0.0 : 4250 ;
150 Bakir(Il) 270,6 363
’ Nikel(IT) 140,7 266,
Bakar(IT) 100,1 76,4
250,0 Nikel(IT) 2.5 94,7

Metal iyonlarinin en bilinen ozelligi mikroorganizma iiremesini inhibe etmesidir.

Baslangi¢ metal iyon derisimi arttikca enzim aktivitesindeki azalma yaninda mikroorganizma

0zgiil ireme hiz1 ve mikroorganizmanin maksimum iireyen derisimi de azalmistir. Cizelge 4.5 de
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ortamda 10 g/L sakkaroz ile, 25 mg/L ve 250 mg/L derisimlerinde bakir(Il) ve nikel(II) iyonlar:
varken bu iyonlarin etkisiyle mikroorganizma 6zgiil lireme hizi ve mikroorganizma maksimum

tireme miktarlarindaki diisiis oranlar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.5. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 25 ve 250 mg/L derisiminde bakir(Il) ve
nikel(Il) varken elde edilen mikroorganizma 06zgiil treme hizi ve maksimum iireyen
mikroorganizma miktarinin normal ortamdaki degerlerle karsilagtirilmasi

Metal Tyonu . Ozgiil Ureme I\I/jlglizrel
Derisimi Metal Iyonu p (1/sa) Hiz1 Diisiis X (g/L) Diisiis
(mg/L) Orani %’si Oram %’si
0,0 - 0,222 - 2,85 -
250 Bakir(Il) 0,202 9.0 2,79 2.1
’ Nikel(IT) 0,157 -29.3 2,59 -9,1
250.0 Bakar(1I) 0,098 -55.9 1,56 45,3
’ Nikel(IT) 0,044 -80,2 1,37 -51,9

Bu sonuglar ortamdaki bakir(Il) ve nikel(II) iyonlarmin lipaz enzimi aktivitesi ve
mikroorganizma biiyiime degerlerini dnemli oranda diisiirdligiinii, nikel(II)’nin etkisinin ise daha
fazla oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.6.’da ortamda 10 g/L sakkaroz ile, 25 mg/L ve 250 mg/L
derisimlerinde bakir(Il) ve nikel(II) iyonlar1 varliginda Monod esitligine gore cizilen izotermlere
gore bulunan maksimum 6zgiil iireme hiz degerleri goriilmektedir. Cizelgeden ortamdaki bakir(IT)

ve nikel(II) iyonlarinin bu degerleri de dnemli oranda azalttig1 anlasilmaktadir.

Cizelge 4.6. 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 25 ve 250 mg/L derisiminde bakir(Il) ve
nikel(IT) varken Monod esitligine gore ¢izilen izotermlere gore bulunan maksimum 6zgiil iireme
hizlar1 degerlerinin normal ortam degerleriyle karsilagtiriimasi

Metal Iyonu Derisimi (mg/L) Metal Tyonu Lmax (1/52)
0,0 - 0,417
25.0 Be.lklr(H) 0,324
Nikel(IT) 0,263
Bakar(IT) 0,151
250,0 Nikel(IT) 0,069

Candida utilis ile lipaz aktivitesi ¢aligmasi literatiirde daha once galisiimadigi i¢in 6zgiindiir ve
genel olarak denilebilirki Candida utilis mayas1 kullanilarak ortam sartlar1 uygun belirlenirse

yliksek oranda lipaz enzimi aktivitesi elde etmek mimkiindiir.
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7. EKLER

Ek 1. Bakar (IT) ve Nikel(IT) iyon Derisimlerinin Tayini

Ortamdaki serbest bakir(Il) veya nikel(II) iyon derisiminin bulunmasi i¢in ayni yontem
kullanilmis olup, bakir(IT)/nikel(I)’nin sodyum dietil ditiyokarbomatla yaptig1 sari-kahveregi
renkli kompleks yardimi ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bakir(IT) iyonunun sodyum
dietil ditiyokarbomatla kompleks olusturabilmesi ve kompleksin ¢okmemesi i¢in ortam pH’inin
9.0’un iizerinde olmast gerekmektedir. Cozelti 10.0-100.0 mg/L bakir(Il) igerecek sekilde
seyreltilir. Hazirlanmis drnekten 1 mL alinir ve sirasiyla 20 mL 1.5 N NH3, 0.2 mL %1°lik sodyum
dietil ditiyokarbomat eklenir, hacim damitik su ile 25 mL’ye tamamlanir. Spektrofotometrede 460
nm’de absorbansi okunur, ¢alisma dogrusundan mg/L cinsinden bakir(IT) derisimine gegilir (Snell
and Snell, 1959; Sandell, 1961; Aksu, 1988). Bakir(Il) ve nikel(Il) iyon derisiminin tayini i¢in
kullanilan ¢aligma dogrular1 Sekil E.1 ve Sekil E.2’de verilmistir.
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06 1 R?=0,999
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0,4 1
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Sekil E.1. Bakir(Il) iyon derigiminin tayini i¢in kullanilan ¢aligma dogrusu
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Sekil E.2. Nikel(I) iyon derigiminin tayini i¢in kullanilan ¢alisma dogrusu

Ek 2. Melas Sakkarozu Derisiminin Tayini

Besin ortamdaki melas sakkarozunun derisimi, sakkarozun dinitrosalisilik asit ile yaptig1
koyu turuncu renkli kompleks yardimi ile tayin edilir (Miller yontemi). Bu yontemde kullanilan

analiz ¢Ozeltileri, hazirlama sekilleri ve analiz yontemi asagida verilmistir.

Analiz Cozeltileri:

a-DNS Cozeltisi: 10 g dinitrosalisilik asit, 10 g sodyum hidroksit ve 1.6 g fenol 1 L
damitik suda ¢oziiliir (Bu ¢ozeltiyi kullanmadan hemen 6nce 100 mL’sine 1 mL %10’luk sodyum
stilfit ilave edilir).

b-Rochella Tuzu Cozeltisi: 400 g potasyum sodyum tartarat 1 L damitik suda ¢oziiliir.

c-Sodyum siilfit ¢ozeltisi: 1 g sodyum siilfit 100 mL damitik suda ¢oziiliir.
Yontem:

Besin ortamindan alinan Ornek santrifiijlenerek mikroorganizmadan ayrilir. Cozelti
icerisindeki geker derisimi 0-0.5 g/L aralinda olacak sekilde seyreltilir. Seyreltilen ¢odzeltiden
alinan 2 mL 6rnek bir deney tiipiine konur ve {izerine 2 mL DNS ¢dzeltisi eklenerek kaynar suda
15 dk bekletilir. Kaynar su banyosundan alinan 6rnegin iizerine 1 mL Rochella tuzu ¢ozeltisi

konularak musluk suyunda sogutulur. Uzerine 5 mL damutik su ilave edilerek 575 nm’de
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absorbansi Ol¢iiliir. Kor ¢ozeltisi olarak 2 mL 6rnek yerine 2 mL damitik su konulan ve aym

islemlerden geg¢irilen ¢ozelti kullanilir.

0 0,2 0,4 0,6
S (g/L)

Sekil E.3. Melas sakkarozu derigiminin tayini i¢in kullanilan ¢aligma dogrusu

Ek 3. Mikroorganizma Derisimi Tayini

Mikroorganizma derisimi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bunun igin dncelikle
1 g/L’ye kadar farkli derisimlerde mikroorganizma igeren ¢ozeltilerin, uygun dalga boyu olarak
secilen 360 nm’de absorbanslarinin okunmasiyla C. utilis i¢in yas mikroorganizma caligsma
dogrular1 olusturulmustur (Sekil E.4, Sekil E.5).

Verilerin degerlendirilmesinde kuru mikroorganizma agirhig kullanildigindan, yas ve
kuru agirlik arasindaki iligkiyi belirlemek gerekmektedir. Bunun i¢in mikroorganizma sivi ortamda
tiretilip santrifiijlenerek ayrilmig, ayrilan mikroorganizmalar farkli agirliklarda tartilarak 50°C’deki
etlivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmus ve tekrar tartilarak kuru agirliklar: belirlenmistir.

Analiz i¢in besin ortamindan alinan 5 mL 6rnek 5000 devirde 10 dk santrifiijlenmis,
tiipte kalan mikroorganizma kiitlesi saf su ile tekrar 5 mL’ye seyreltilerek 360 nm’de suya (kor
¢oOzeltisi) kars1 absorbans okunmus ve ¢alisma dogrular1 kullanilarak kuru mikroorganizma agirligi

isaptanmistir.
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Sekil E.4. C. utilis icin yag mikroorganizma ¢aligma dogrusu
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Sekil E.5. C. utilis igin yas agirlik-kuru agirlik ¢calisma dogrusu
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