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OZET
Acinetobacter psychrotolerans SUSLARINDAN IZOLE EDILEN LiPAZIN
KARAKTERIZASYONLARI

SEREN, Sule
Giresun Univesitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Hatice KATI
Haziran 2013, 82 sayfa

Bu ¢alismada, Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin lipolitik
aktiviteleri Tween 20, Tween 80 ve Tributirin agar besiyerinde kalitatif olarak
belirlenmistir. Lipaz aktivite deneyi icin Rhodamine B agar besiyeri kullanildi ve
her iki susta pozitif sonug¢ verdi. Lipaz aktiviteleri, p-nitrofenil palmitat kullanilarak

spektrofotometre ile kantitatif olarak 6l¢iilmiistiir.

Xgl ve Xg2 suslarmin lipaz aktiviteleri sirasiyla 0,14 ve 0,13 U dir. Xgl
susunun zamana bagl en yiiksek enzim tiretimi 24. saatte olurken Xg2 susunun 48.
saatte oldugu goruldi. Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin
ekstraseliiler lipazlar1 karakterize edildi. Her iki susun enzimlerinin maksimum
aktivitesi pH 8 ve 30 °C’de goriilmiistiir. Hekzan, etil asetat, kloroform ve N,N dietil
formamid organik ¢oziiciilerin varliginda yiiksek stabilite gostermis, izopropanol,
asetonitril ve biitan-1-o0l c¢oziiciileri varhiginda lipaz aktivitelerinde azalmalar
saptanmistir. Xgl susunun enzim aktivitesini FeCl; CuCl, ve ZnCl, 6nemli 6lgiide
azaltmistir. Xg2 susunu ise CuCl, ve ZnCl, metal iyonlarmin enzim aktivitesini
azaltmistir. EDTA ajani, Xgl ve Xg2 suslarinin irettigi lipazin aktivitesini
azaltirken, SDS neredeyse tamamen inhibe etmistir. Xgl ve Xg2 suslarindan elde
edilen kiltiir stipernatantlart ile sirasiyla, ultrafiltrasyon, jel kromatografi, SDS-

PAGE ve aktivite ¢aligmalar1 yapildi.

Anahtar Kelimeler: Acinetobacter psychrotolerans, Lipaz, kismi karakterizasyon.



ABSTRACT
CHARACTERIZATION OF LIPASES ISOLATED FROM Acinetobacter
psychrotolerans STRAINS

SEREN, Sule
Giresun University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, Master Thesis
Supervisor: Dog. Dr. Hatice KATI
June 2013, 82 pages

In this study, lipolytic activities of Acinetobacter psychrotolerans Xgl and Xg2
strains were qualitatively determined in Tween 20, Tween 80 and Tributirin Agar.
For lipase activite test was used Rhodamine B agar medium. Both strains gave
positive results in this medium. Lipase activities using p-nitrophenyl palmitate was

quantitatively measured by a spectrophotometer.

The highest lipase activities of Xgl and Xg2 strains were 0,14 and 0,13 U,
respectively. Time course of enzyme activity by Xgl was found in the 24™ hour, but
Xg2 was found in the 48" hour. Next, extracellular lipases of Acinetobacter
psychrotolerans Xgl and Xg2 strains were characterized. Both enzymes exhibited
maximum activity at pH 8 and 30 °C. The enzyme exhibited the highest stability in
the presence of various organic solvents such as hexane, ethyl acetate, chloroform
and N,N dietil formamid, but it was determined reducing at organic solvents
isopropanol, asetonitril and biitan-1-ol. The lipase of Xgl strain was inhibited in the
presence FeCl; CuCl, ve ZnCl,, but the lipase of Xg2 strain was inhibited in the
presence CuCl, ve ZnCl,. When in presence EDTA, the lipase activities of Xgl and
Xg2 strains was inhibited. in presence SDS, they was exactly inhibited. In culture
supernatants obtained from Xgl and Xg2 strains were performed ultrafiltration, gel

filtration chromatography, SDS-PAGE and activite tests, respectiviely.

Key Words: Acinetobacter psychrotolerans, Lipase, Partial Characterization.
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1. GIRIS

Lipazlar, gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri hidroliz eden enzimler
olarak tamimlanirlar. Lipazlara biyoteknoloji ¢alismalarinda ¢ok amagh
kullanilabilirlikleri, spesifikligin  olmadigi  kimyasal proseslere spesifiklik
kazandirmalari, yan reaksiyonlar1 énlemeleri ve reaksiyon {irlinlerinin ayrilmastyla
ilgili problemleri kolaylastirmalar1 gibi birgok ozellikleri nedeniyle her gegen giin

artan bir ilgi ve talep vardir.

Giiniimtizde gelisen biyoteknolojik gelismeler ile enzimlerin kullanim alanlari
artmaya baglamistir. Dolayisiyla diinya genelindeki enzim iiretim firmalar1 da bu
biiyiik potansiyeli degerlendirmeye ve yatirimlarini artirmaya baglamislardir (Pandey
ve ark., 1999). Endiistriyel enzim pazarinda bliyiik bir paya sahip olan hidrolitik
enzimler i¢inde yer alan lipazlar, endiistriyel uygulamalarda yiiksek oranda
kullanilmaktadirlar (Pandey ve ark., 1999). Lipazlarin, karbohidrolazlar ve proteazlar
kadar biiyiik bir piyasa payina sahip olmamasina ragmen bu grup 1995’te % 100°lik
yiikselme ile en bliyiik talep artisin1 géstermistir. Bu hizli biiylimenin devam edecegi

ve talebin 2015°te % 71°lik artis gostermesi beklenmektedir (Heler, 2006).

Lipazlarin enzim pazarindaki paymin biiylimesinde, bu enzimlerin enantio
secicilik, bolgesel seciciligi ve genis substrat oOzgiilliigi gibi ozellikleri etkili
olmustur. Lipaz enzimleri yeryiizii flora ve faunasinda genis bir yere sahip

olmalarina karsin daha ¢ok bakteri, mantar ve mayalardan elde edilmistir.

Lipazlar, domuz ve insan gibi memelilerde, kene otu tohumu (Ricinus
communis) ve kolza tohumu (Brassica napus) gibi ylksek yapili bitkilerde de
bulunmaktadir. Enzim iiretiminde daha ¢ok mikrobiyal kaynak tercih edilmekle
birlikte, Candida, Pseudomonas ve Rhizopus tiirleri 6n planda yer alan enzim

kaynaklaridir.



Lipazlarla yapilan endiistriyel uygulamalarda genellikle saflastirilmig ticari
enzimler tercih edilmektedir (Gupta ve ark., 2004). 1960’larin sonuna dogru lipaz,
tipta sindirim yardimcist olarak kullaniliyordu. Gelisen teknoloji ile beraber
lipazlarin kullanim alan1 daha da artmistir. Endistriyel alanda kullanilan lipazlar,
hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunmakla birlikte, mikrobiyal
orijinli lipazlar, biyoteknolojik uygulamalar ve organik kimyada yiiksek oranda

kullanilmaktadirlar.

Her gecen giin farkli endiistrilerde 6nemi artan lipazlarin ticari amaca yonelik
kullanim1 ise baslangic asamasindadir (Gupta ve ark., 2004). Bu nedenle yeni
mikrobiyal kaynaklara ve enzim tretiminin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.
Yararlanilan ¢esitli bakteriyel lipazlar arasinda Acinetobacter cinsinden elde edilen
lipazlar genis pH ve sicaklik araliginda aktivite gdstermeleri sebebiyle farmakologlar
ve kimyacilar tarafindan tercih edilen katalizorler olmuslardir. Bu nedenle, yeni
suslarin izolasyonu, enzim {iretiminin optimizasyonu, klonlama ve ekspresyon,
mutasyonlarla enzim 6zelliklerinin gelistirilmesi gibi ¢ok cesitli ve yogun ¢alismalar
Acinetobacter tiirleri izerinde odaklanmistir. Bu ¢alismada giiclii ve farkli 6zelliklere
sahip lipaz tireticisi olabilecek Acinetobacter cinsine ait bakterilerin farkli suslarinin

sahip oldugu lipazlarin karakterize edilmesi amaglanmistir.

1.1. Enzimler

Enzimler canli hiicreler tarafindan genetik kontrol altinda hiicre i¢cinde sentez
edilen organik katalizorlerdir. Kataliz deyimi, Yunanca’da, kimyasal reaksiyonlarda
etkili olan, reaksiyonu hizlandiran ve kolaylastiran anlaminda kullanilmaktadir.
Biyolojik olaylarda ise katalizor olma o6zelliginde olan maddelere enzim adi
verilmistir (Telefoncu, 1993). Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki

belirli reaksiyonlar1 katalize eder.

Besin 6geleri viicutta enzimlerin yardimiyla kullanilir ve tepkimeler sonucu
viicut yapisina doniisiir. Yasamsal olaylarin tiimii enzim gerektirir. Enzimler niikleik
asitlerden DNA (deoksiriboniikleik asit) denetiminde sentezlenir. DNA yapisindaki

kiigiik bir degisiklik baz1 enzimlerin sentezlenmemesine veya hatali sentezlenmesine
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neden olur. Hatali sentezlenen enzim ise etkinlik gosteremez ve cesitli sorunlara

neden olur (Sharma ve ark., 2001).

Endiistriyel alanda kullanilan bir¢ok enzim vardir. Ticari olarak kullanilan
enzimlerin %59’unu proteazlar, %28’ini karbohidrazlar, %3’tini lipazlar ve
%10’unu ise diger enzimler olusturmaktadir. Karbohidrazlar grubuna giren a-amilaz

tiretimi %13 ile 6nemli bir yer tutmaktadir (Wiseman, 1995).

1.1.1. Lipazlarin Genel Ozellikleri

Lipazlar (EC.3.1.1.3, triagilgliserol agil hidrolaz) hayvansal ve bitkisel
yaglarin normal kosullar altinda tersinir hidrolizini katalizleyen enzimlerdir. Bunun
disinda esterifikasyon, transesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 da katalizlemektedir.
Lipazlar lipid-su ara yiizeyinde aktif olup (Chen ve ark., 2003; Sayari ve ark., 2005),
suda ¢oziinmeyen uzun zincirli trigliseritlere karsi maksimum aktive gosterirler (Droge,

2004).

Lipazlar, hem sulu hem de susuz ¢oziicii sistemlerinde aktivite gosterdikleri
icin endistride ve tip alaninda onemli bir yere sahiptirler. Bu enzimlerin lipid igeren
atik sularin enzimatik degradasyonu, organik sentez, deterjan formiilasyonu,
biyostirfaktanlarin sentezi, oleokimyasal endiistri, siit endistrisi, agrokimyasal
endistri, kagit yapimi, besin, kozmetik, kimyasal analiz ve ilag prosesinde umut

verici uygulama alanlar1 bulunmaktadir (Bjokling ve ark., 1991).

Lipazlar, genellikle hidroliz reaksiyonlari ve sentez veya agil degisim
reaksiyonlar1 arasinda farkli olabilen yiiksek oranda kimyasal, bolgesel veya
enantiyoselektif biitiin reaksiyonlar1 gerceklestirirler (Gunstone, 1999). Lipazlar igin
tahmin edilen katalitik mekanizma aktif merkezde bulunan serin aminoasidi tizerinde
yogunlasmistir. Serinin niikleofilik oksijeni trigliserid ile tetrahedral hemiasetal bir
ortam olusturur. Hemiasetalin ester bagi hidroliz olur ve diagilgliserid serbest kalir.
Aktif merkezdeki serin acil esterinin bir su molekiilii ile tepkimeye girdigi, daha

sonra a¢il enzimin boliindiigli ve yag asidinin ayrildigi tahmin edilmektedir. Katalitik



prosesin bu asamasinda {rlintin aktif merkezden ayrilmasi o6zellikle 6nem

tasimaktadir (Yang ve Rhee, 1992).

Lipazlarin enzim pazarindaki paymin biiylimesinde, bu enzimlerin enantio
secicilik, bolgesel segiciligi ve genis substrat ozgillugt gibi o6zellikleri etkili

olmustur.

1.1.2. Lipazin U¢ Boyutlu Yapisi

Tim kaynaklardan elde edilen lipazlarin ii¢ boyutlu yapilari hemen hemen
birbirine benzemektedir (Sekil 1.1). 1990 ile 1995 yillar1 arasinda 11 degisik lipaz
tiirtintin  yilksek c¢oziintirlilkteki yapist aydinlatilmistir. Burada boyut, siralama
benzerligi, substratlar ve aktivatorler disinda cogunlugunun benzer yapiya sahip
oldugu gozlenmistir. Glinlimiize kadar yapilan c¢alismalarda tiim lipazlarin
karakteristik olarak katalitik gruplari igeren merkezi bir B-bandi ile o/f hidrolaz
yapidaki proteinlerin igyapist incelendiginde ise paralel B kivrimli bantlarin heliks
seklindeki a yapilar ile ayrildigi ve siiper heliksel olarak gémiilmiis bir serit seklini

aldig1 goriilmistiir (Malcata ve Hill, 1991).

Heliks yapisindaki peptit kisimlari ise bu seridin dis kisimlarinda yer almistir.
Lipazlar genel olarak C ve N olmak {izere iki kisma ayrilmig bir polipeptit
zincirinden olugmaktadir. Bunlardan N- kismi katalitik serinden yiizeye kadar uzanan
ve uzun bir yag asidi zinciri tasiyan bir hidrofobik tiinel ile aktif merkezi
kapsamaktadir (Akho ve David, 2008). Bu gruptaki enzimlerin farkli seviyelerdeki
benzerliklerinin disinda bir siralama istisnai olarak sik¢a gézlenmistir; bu siralama
pentapeptit Gli-X-Ser-X-Gli seklindedir. Bu serin amino asidinin mevcut yapida
korunmasi ve bunun degisime ugramasi veya yer degistirmesi ile katalitik aktivitenin
yitirilmesi bu amino asidin kataliz i¢in ¢ok o6nemli ve gerekli oldugunu
gostermistir.Bunun topografik yerlesimi de korunmus ve belirgindir; protein
zincirinin gergin bir boliimiiniin en iistiinde bulunmaktadir. Fakat bu gergin boliimiin
serin aminoasidine yakin -2 ve +2 pozisyonlarindaki amino asitlerinin kiigiik yan
zincir gruplar icermesi mecburidir. Katalitik serin amino asidine ilave olarak ¢cogu

lipazin aktif merkezi histidin ve bagka bir amino asit (Asp veya Glu) daha igerir.
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Niikleofilik serin bir B-bandi ile a-heliksinin arasinda yer alirken histidin, aspartik
asit ve glutamik asit ise serinin diger yanlarinda yer alir. Katalitik bolgeyi igeren

amino asitler ¢cogu lipaz yapisinda korunur (Zaidi, 1995).

Sekil 1.1 Lipazin 3 boyutlu yapisinin sematik goriiniimii (Jaeger ve Reetz, 1998).

1.1.3. Lipaz Reaksiyonlar1

Lipazlar, enzim smiflandirmasinda sirasiyla hidrolazlar (E.C.3), ester
baglarim1 pargalayanlar (E.C.3.1), karboksilik ester hidrolazlar (E.C.3.1.1) ve
triagilgliserol lipazlar (E.C.3.1.1.3) i¢inde yer almaktadirlar (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology; NC-
IUBMB, 1992). Lipaz enzimlerinin spesifikligi; enzimin molekiiler o6zellikleri,
substratin yapisiyla ilgilidir. Genellikle lipazlar, yag asidinin pozisyonal spesifikligi,
stereospesifiklik (izomer secicilik) gibi substratlarin 6zellikleri dogrultusunda

siiflandirilirlar (Chen ve ark., 2003). Bu bakimdan, lipazlar {i¢ gruba ayrilirlar;

1. Ilk grup, spesifik olmayan gruptur. Bu grup lipazlar, trigliseritleri tamamen

hidrolizleyip yag asitleri ve gliserol olusumunu katalizlerler.



2. lkinci grup lipazlar, 1,3-spesifik olup triacilgliserol parcasmin 1 ve 3
pozisyonunda hidroliz gerceklestirirler ve 1,2-diagilgliseroller, 2,3-diagilgliseroller,
2-monogliseroller ve serbest yag asitleri olustururlar. Ancak bu iriinler kimyasal
olarak kararsizdir ve agil gocline maruz kalmaktadirlar. Bunun sonucunda 1,3-
spesifik enzimlerin son trilinleri; 1,3-diagilgliseroller, 1-monoagilgliserol ve serbest
yag asitleri olabilir. Triagilgliserollerin hidrolizi devam ettigi siirece 1,3-spesifik
lipazlar, triacilgliserollerin tamamen serbest yag asitleri ve gliserole dontismesine
sebep olurlar (Chen ve ark., 2003).

3. Uctincii grup, yag asidi spesifik lipazlardir. Bu grup lipazlar, baz1 yag asitlerine

spesifik olup bu yag asitlerinin olusturdugu ester baglarini parcalarlar.

Lipazin immobilizasyonu sirasinda lipaz ile birlikte immobilize edilmis olan
su, bu ara yiizeyin olugsmasmi saglar. Lipazlar, su-yag ara yiizeyinde suya
karismayan trigliseridlerin hidrolizini katalize eder. Belirli kosullar altinda reaksiyon
karisimindaki su miktari, lipaz tarafindan katalize edilen reaksiyonun yoniini
belirler. Suyun ¢ok az miktarda oldugu ya da hi¢ olmadigi zamanlarda yalnizca
esterifikasyon ve transesterifikasyon reaksiyonlart meydana gelirken su iceriginin
yiiksek oldugu kosullarda hidroliz reaksiyonlari olusur (Malcata ve ark., 1992). Lipaz

tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu sekil 1.2°de

verilmektedir.
Enz R'OH H,0 Enz
|E|!|I o _ (F:[" g o _
RCOR = RCEmz = RCOH
" i ke
Enz ROH H.0 Enz

Sekil 1.2 Lipaz tarafindan katalizlenen bir ester-hidroliz sentez reaksiyonu

Hidroliz tepkimesi sonucu digliserid, monogliserid, gliserin ve yag asidi
olusur. Lipazin katalizleyici etkisiyle trigliserid hidrolizi tepkimesi sekil 1.3’de

gosterilmektedir.



Trigliserid + H,Q__, Digliserid + Yag asidi

—s +H0__5 Monogliserid + Yag asidi
s +H,0 — Gliserin + Yag asidi

Sekil 1.3 Trigliseridlerin lipolitik hidrolizi

1.1.3.1. Lipaz Esterazlar

Lipazlar, yag asit esterlerinin hem hidrolizini hem de sentezini
katalizleyebilirler. Esterazlarin aksine, lipazlar sadece su-yag ara yiizeylerine adsorbe
olduklarinda aktive edilirler. Katalizleme, su ile ¢6zlinmez substratin olusturdugu ara
yiizeyde gergeklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara yiizey enzim aktivitesi i¢in
gereklidir. Esterazlar ¢o6zilinebilir substratlara, lipazlar ise suda ¢6ziinemeyen
substratlara kars1 su / lipid arayiizeyi varhiginda etkindirler. Esterazlar ¢ok cesitli
molekiillerin ester baglarin1 parcalayan enzimlerin genel adidir. Lipazlar ise
esterazlarin bir alt smifidir. Cesitli substrat spesifisiteleri, protein yapilari ve

biyolojik islevleri olan farkli esteraz tipleri vardir.

Lipazlar, Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komitesince verilen
“Glycerol-Ester Hydrolase (3.1.1.3)” sistematik adiyla tanimlanir (NC-IUBMB,
1992). Bu adlandirmada kullanilan rakamlarin karsilig1 asagida ifade edilmistir;

3. Hidrolaz
3.1. Ester bagini etkileyenler
3.1.1. Karboksilik hidrolazlar

3.1.1.3. Gliserol-ester hidrolazlar

Yag asiti esterleri, yag alkolleri ve bilinen diger yag asidi ester tiirevlerinin
hazirlanmasinda kullanilan ham maddelerdir. Ayrica gida endiistrisinde katki
maddesi olarak ve kozmetik endiistrisinde koku veren maddelerin sentezlenmesinde
kullanilmaktadir. Endustride yag asidi esterleri genel olarak yaglarin metanol

icerisinde 100-200 °C’de 1sitilmasiyla elde edilir. Kismen agillenmis sakkarit



esterlerinin ylizey aktif, antitiimor aktivitesi gosteren ve bitki biiylimesini inhibe eden

aktiviteleri verilebilir (Zaidi ve ark., 1995).

Propilen glikol monoesterleri iyi 6zellikte emiilsifiye edici ajanlardir. Bu
bilesikler gidalarda o©zellikle keklerde, kek karigimlarinda ve ekmeklerde
kullanilirlar. Bunlar monogliseritlerle beraber kek hacminin arttirilmasinda ve
homojen bir yap1 elde edilmesi amaciyla kullanilir. Lipazlarin biiyiik bir ¢ogunlugu
aktif bolgelerini orten bir helikal segmente (kapak/lid) sahiptir. Lipid kiimelerinin
varliginda bu kapak agilir ve yiizeyler arasi aktivasyon gerceklesir. Sulu ortamda
lipazlar i¢in baskin konformasyon kapali formdur. Aktif bolge, kapak yapisinm
olusturan bir ya da daha fazla “loop” tarafindan ¢6ziiciiden korunmustur. Kapagin dis
parcast hidrofiliktir. Bu konformasyon elektrostatik etkilesimler araciligiyla kararl
kilinmistir. Bir su-yag emiilsiyonunda kapagin ag¢ilmasi, substratlarin aktif bolgeye
girigine izin verir (agik konformasyon). Kapagin agilmasiyla, niikleofilik serin artigi
biiyiik hidrofobik yiizeyler ile etkilesir ve lipaz enziminin aktif forma geg¢mesi

saglanir (Malcata ve ark., 1992).
1.1.3.2. Spesifiklikleri

Lipazlar gliseridleri hidrolizleme yeteneklerine gore iic ana gruba ayrilirlar.
Ik grup (6rnegin; Rhizopus ve Rhizomucor lipazlar1) 1,3 baglarma spesifiktir.
Terminal gruplardan parcaladigindan 1,3 spesifik olarak adlandirilirlar. ikinci grup
lipazlar spesifik degillerdir, hem primer hem sekonder esterleri parcalayabilirler.
Uclincii grup cis-9 ise sadece 6zel bir tip yag asidinin bulundugu ester bagmi
pargalarlar (Geotrichum candidum ve ¢imlenmemis yulaf tohumlar1 6ncelikle 9-10

doymamis yag asitlerinin esterlerini parcalarlar) (Kamini ve ark., 2000).
1.1.3.3. inhibitér ve Aktivatorleri

Serbest yag asitleri ve alkollerin, lipaz katalizli hidroliz reaksiyonunu inhibe
ettigi saptanmustir. Serbest yag asitlerinin, ara ylizeyde birikerek enzimin trigliserid
molekiillerine ulasmasini 6nlemek yoluyla, diisiik molekiil agirlikli alkollerin ise
enzimin {i¢ boyutlu yapisina zarar vermek yoluyla etki gosterdigi diistiniilmektedir.

Safra tuzlar bazi lipazlarin (Phycomyces nitens lipazi) aktivitesini arttirmaktadir
8



(Kamini ve ark., 2000). Baz1 hafif metal katyonlar1 substratlar1 {izerine etki ederek
lipaz aktivitesini etkilerler. Kalsiyum iyonlar1 genellikle reaksiyon hizini arttirir.
Sodyum iyonlar1 ¢oziiniir pankreatik ve Aspergillus wentii lipazinin aktivitesini
arttirirken, bu iki iyon Aspergillus niger’in iki lipazin1 inhibe eder. Iyon
konsantrasyonu ve maruz kalma siiresine bagli olarak agir metal katyonlar
doniisimlii ya da doniisiimsiiz inhibisyona neden olabilir. Fe™ iyonlar1 A. niger
lipazi ve Streptococcus faecalis lipaz1 hidrolitik aktivitelerini arttirirken, Fe* iyonlari
A. niger, Chromobacterium, Pseudomonas ve S. faecalis lipaz1 aktivitelerini inhibe

etmektedir (Arpigny ve Jaeger, 1999).

1.1.3.4. Optimizasyon Kosullar1

Lipazlarin biiyiik 6l¢tideki endiistriyel uygulamalari i¢in biiylik miktarlarda
dretimleri gereklidir. Bu nedenle lipazin yiiksek miktarda {iretilebildigi kosullarin
belirlenmesi i¢in optimizasyon caligmalar1 yapilmaktadir (Chen ve ark., 2007).
Karbon ve azot kaynaklari, sicaklik, pH, inorganik tuzlarin konsantrasyonu ve
oksijen varlig1 gibi faktorler lipaz seviyesini etkilemektedir (Sharma ve ark., 2001;
Chen ve ark., 2003). Lipaz tiretimi sekerler, seker alkoller, polisakkaritler, siit suyu,
kazaminoasitleri ve diger kompleks kaynaklar gibi karbon kaynaklarindan da énemli
Olctide etkilenmektedir (Ghanem ve ark., 2000; Rashid ve ark., 2001). Bacillus
sp’nin % 0,5 pepton ve % 0.3 maya ekstrakti bulunan bazal besiyerinde % 20
kesilmig siit suyu + % 1 triolein igeren bazal ortamda en yiiksek lipaz aktivitesi
saptanmistir (Ertugrul ve ark., 2007). Oleik, linoleik ve linolenik asitler gibi uzun
zincirli yag asitlerinin, P. mephitica gibi ¢esitli bakterilerin lipaz {iretimini
destekledigi bilinmektedir. Genellikle c¢esitli  Bacillus (Bacillus A30-1, B.
alcalophilus, B. licheniformis H1) ve Pseudomonas (Pseudomonas sp., P. fragi, P.
Sfluorescens BW 96CC) tiirleri ve Staphylococcus haemolyticus’un lipaz tiretimi igin
pepton ve maya ekstrakt gibi nitrojen kaynaklar1 kullanilmistir (Lanser ve ark., 2002;
Sharma ve ark., 2002). Burkholderia multivorans’in lipaz tiretimini indiikleyici olan
zeytinyagi/oleik asit ve nitrojen kaynagi olarak eklenen maya ekstraktlarinin lipaz

tiretimini maksimum oranda etkiledigi bildirilmektedir (Gupta ve ark., 2007).



Amonyum klorid ve diamonyum hidrojen fosfat gibi inorganik nitrojen
kaynaklarinin bazi mikroorganizmalarin lipaz tiretimini etkiledigi kaydedilmistir
(Rathi ve ark., 2001). Ure ve amonyum siilfat lipaz sentezini inhibe ettigi
bildirilmistir (Sztajer ve Maliszewska, 1989). Kofaktorler genellikle lipaz aktivitesi
icin gerekli degildir fakat divalent katyonlar enzim tiretimini stimiile etmekte ya da
inhibe etmektedir. Fe’", Co®", Ni*", Hg2+ ve Sn" gibi agir metaller lipaz aktivitesini
biiyiik Slgiide inhibe etmektedir. Fakat Zn*" ve Mg®" lipaz aktivitesi igin dnemsiz
inhibitorlerdir (Patkar ve Bjorkling, 1994). Ca* ve Mg®" Burkholderia tiirlerinin
lipaz tiretimini stimiile ederken (Rathi ve ark., 2001), B. multivorans’ta Ca*" lipaz
tiretimine pozitif etki ederken Mg”*™ ise negatif etki etmistir (Gupta ve ark., 2007).
Kalsiyum klorid varliginda ise Bacillus sp. RSJ1’in lipaz tiretimini stimiile oldugu
bildirilmektedir. Fakat diger metal iyonu tuzlarinin cogu lipaz iiretimini inhibe
etmistir (Sharma ve ark., 2002). Fe’nin ise Pseudomonas sp. G6’nin lipaz tiretiminde
kritik rol oynadigi kaydedilmistir (Kanwar ve ark., 2002). Gelisim ortamindaki

baslangi¢ pH’s1 lipaz tiretimi i¢in 6nemlidir.

Lipaz iretimi i¢in optimum sicaklik, mikroorganizmalarin gelisim
sicakliklarma benzerlik gostermektedir. Ornegin Bacillus sp. RSJ1 (Sharma ve ark.,
2002) ve B. cepacia’da (Rathi ve ark., 2001) oldugu gibi lipaz tiretimi i¢in en iyi
sicaklik 50 °C’dir. Genel olarak lipazlarin 20-45 °C arasindaki sicakliklarda
tiretildigi goriilmiistiir (Kanwar ve ark., 2002; Ertugrul ve ark., 2007; Kiran ve ark.,
2007). Bakterilerin maksimum lipaz iiretimi i¢in en uygun inkiibasyon siiresi,
inkiibasyon peryodunun birka¢ saatten birka¢ giine kadar degistirilmesi ile
belirlenebilmektedir. A. calcoaceticus ve Bacillus sp. RSJ1 12 saatte (Mahler ve ark.,
2000; Sharma ve ark., 2002) ve B. thermocatenulatus 16 saatte (Schmidt-Dannert ve
ark., 1997) maksimum lipaz iiretimi saglanmistir. Pseudomonas sp. ve P. fragi’nin
72 saat ve P. fluorescens BW 96CC’nin 96 saat inkiibasyonundan sonra maksimum

lipaz iirettigi tespit edilmistir (Dong ve ark., 1999).

1.2. Lipaz Kaynaklari

Lipazlar bitkisel kaynaklardan, hayvansal dokulardan ve

mikroorganizmalardan elde edilir. Hayvansal lipazlar, doku ve viicut sivilarinin

10



cogunda; bitkisel lipazlar, bitkilerde katman doku, kabuk ve koklerde bulunurlar.
Hayvansal kaynakli lipaz eldesi, genel olarak lipaz enzimi bakimindan zengin olan
pankreastan elde edilir. Bitkilerde lipazlar en ¢ok yagli tohumlarda ve daha az
derecede tahil tanelerinde bulunur (Mukherjee ve Hills, 1994). Yag igerigi ytksek
olan ozellikle zeytin, ay¢igegi, findik vb. bitkilerde lipaz enzimi mevcuttur (Arpigny
ve Jaeger,1999). Lipazlar, pek ¢ok mikroorganizma tiirlerinin biinyelerinde dogal
olarak bulunur. Bu kaynaklar arasindan, kolay tiretilmesi ve pek ¢ok hidrolitik ve
sentetik reaksiyonu katalizlemesinden dolayr en fazla kullanilan ise mikrobiyal

kaynakli lipazlardir.

Okaryotlarda lipazlar; yaglarin sindirimi, absorbsiyon, yeniden olusum ve
lipoprotein metabolizmasinin dahil oldugu lipit metabolizmasinin farkli agamalari
icin gereklidir. Bitkilerde lipazlar enerji rezerv dokularinda bulunmaktadir (Balashev
ve ark., 2001). Lipazlar dogada bol bulunmasina ragmen (Klibanov, 2001) sadece
mikrobiyal lipazlar ticari olarak onemlidir (Saxena ve ark., 2003). Bunun nedeni
mikroorganizma kaynakli enzimlerin bitkisel veya hayvansal kaynakli enzimlere
gore katalitik aktivitelerinin ¢ok yiiksek olmasi, yiiksek verim imkaninin olmasi,
genetik manipiilasyonlarinin kolayligi, mevsimsel dalgalanmanin olmamasindan
dolay1 diizenli kaynaginin olmasi ve pahali olmayan ortamlarda mikroorganizmalarin
gelisiminin kolay olmasidir (Wiseman, 1995). Ayrica lipazlarin hayvansal ve bitkisel
dokulardan elde edilmeleri zordur. Ciinkii bu tiir dokularda, hiicrenin ya da hiicre
duvarinin pargalanmasi gereklidir ve bunun icin ekstra hiicre parcalayicilara ihtiyag
vardir. Bu islemler sirasinda enzimin yapisina da zarar verilebilmektedir (Taipa ve
ark., 1992). Mikroorganizmalarin ekstraseliiler lipaz tretebilme kabiliyetleri
mikrobiyal lipazlarin elde edilmesini kolay (Rathi ve ark., 2001) ve ekonomik kilar
(Sharma ve ark., 2001). Bunun yan1 sira, mikrobiyal lipazlar kii¢iik hacimlerde ¢ok
biiyiik miktarlarda (Jaeger ve Eggert, 2002) {iretilebildiklerinden endiistriyel acidan
hayvansal ve bitkisel lipazlardan daha oOnemlidirler (Gill ve Parish, 1997).
Mikrobiyal enzimler ayn1 zamanda bitkisel ve hayvansal enzimlerden daha stabildir
ve bunlarmn triinleri daha kullanigh ve gilivenlidir (Wiseman, 1995). Lipaz iireten
mikroorganizmalar; bakteri, maya ve kiiflerdir (Sharma ve ark., 2001). Bu
mikroorganizmalar, degisik alanlardaki topraklar (Jinwal ve ark., 2003), endiistriyel

atiklar (Gombert ve ark., 1999), kompost yiginlart (Rathi ve ark., 2000; Tsai ve ark.,
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2007), komiir madenleri (Wang ve ark., 1995) ve sicak su kaynaklari1 (Castro-Ochoa
ve ark., 2005; Li ve Zhang, 2005) gibi farkli habitatlardan izole edilmislerdir.

Lipaz tarafindan katalizlenmis olan reaksiyonlar dogal metabolik
reaksiyonlara benzemesinden dolay1 kimyasal reaksiyonlara oranla daha ¢evre dostu
olarak tanimlanirlar. Diisiik aktivasyon enerjileri sebebiyle lipazin katalizledigi
reaksiyonlar daha diisiik sicaklik ve notral pH gerektirir, enerji gereksinimi dugiiktiir
ve de iiriin ve substratlara kars1 aktiviteleri ¢ok yiiksektir ve bu aktivite 6zellikle de
substrat (yag)-su ara yiizeyinde en yiiksek seviyeye c¢ikmaktadir. Bu kavram ara
yuizey aktivasyonu olarak tanimlanabilir. Bu sebeple, en yiiksek aktivitelere, substrat

icin yiiksek ylizey alanina ulasildig1 emiilsiyon sistemlerinde ulagilmaktadir (Yang ve
Rhee, 1992).

1.2.1. Mikrobiyal Lipazlar

Cesitli yagl esterlerin hidrolizlerini katalizleyen lipazlar, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalar tarafindan dretilmektedirler. Bunlar icerisinde ozellikle
mikrobiyal lipazlar ticari olarak daha 6nemlidirler (Ghosh, 1996) (Tablo 1.1). Lipaz
tireten mikroorganizmalar, endiistriyel atiklar, sebze yagi {reten fabrikalar,
mandiralar, yag ile kontamine olmus topraklar, yag iceren tohumlar, c¢iirlimiis
gidalar, kompost yiginlar1 gibi farkli habitatlardan elde edilebilmektedir. Tek bir
susdan birden fazla enzim tiretilebilir ve bunlar farkli genetik orijine sahip olabilirler
ya da bir amino asidin modifikasyonu sonucu fiiretilebilirler. Ornegin Rhizopus
delemar’m kiiltiir filtratindan ti¢ farklh lipaz (A, B, C) elde edilmistir. Bu enzimler
saflastirildiktan sonra, Lipaz B ve C’nin tek bir proteinin farkli formlar1 oldugu,

ancak Lipaz A’nin farkli bir protein oldugu goriilmiistiir.

Penicillium crustosum’dan fermantasyon ile elde edilen iki lipaz, zeytinyagi
ve tribiitirin tizerinde farkli aktiviteler gostermelerine ragmen, bunlarin
degistirilebilir olduklar1 gosterilmistir. Taksonomik olarak yakin suslar farkli tiplerde
lipaz tretebilirler. Topraktan, alkali lipaz iireten iki Pseudomonas susu izole
edilmistir ve P. nitroreducens ve P. fragi’den elde edilen lipazlarin ¢ok farkli termal

stabilitelerde olduklar1 bulunmustur (Kulkarni, 2002).
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Tablo 1.1 Mikrobiyal lipaz kaynaklari

Mikroorganizma Fermentasyon Aktivite Deney Ortamm
(EU.m/L)
BAKTERI
Staphyloccus aureus Calkalamali kiiltiir 4,5 Zeytinyag1, 37°C, pH 8.0
Staphyloccus aureus Calkalamali kiiltiir 17 Tributirin, 37°C, pH 8.0
Chromobacterium viccosium 30 L-fermentor 10,8 Domuz yagi, 40°C,pH 7.0
Micrococcus caseolyticus Calkalamali kiiltiir 15 Zeytinyag1, 40°C, pH 9.5
Bacillus licheniformis Calkalamali kiiltiir 6 Zeytinyag1, 45°C, pH 8.5
Pseudomonas fragi 20 L-fermentor 75 Zeytinyag1, 37°C, pH 9.0
Pseudomonas nitroducens 20 L-fermentor 500 Zeytinyag1, 37°C, pH 9.0
Alcaligenes sp. 15 L-fermentor 800 Zeytinyag1, 37°C, pH 8.7
Bacillus stearothermophilus ~ Calkalamali kiiltiir - Tributirin, 55°C, pH 8.8
MAYA
Candida cylindracea Calkalamali kiilttir - Zeytinyag1, 30°C, pH 7.0
Candida cylindracea Calkalamali kiiltiir - Zeytinyag1, 37°C, pH 7.0
Torulopsis ernobii 30 L-fermentor 110 Zeytinyag1, 37°C, pH 6.5
Saccharomycopsis lipolytica  Calkalamali kiilttir 40 Zeytinyag1, 30°C, pH 9,5
Candida lipolytica 2 L-fermentor 1 Zeytinyag1, 37°C, pH 8.2
KUF
Aspergillus luchuensis Kati substrat Zeytinyag1, 40°C, pH 7.0
Aspergillus niger Calkalamali kiiltiir 4 Zeytinyagi, 37°C, pH 6.5
Rhizopus delemar Batik kiiltiir 60 Zeytinyag1, 37°C, pH 7.5
Rhizopus arrhizus 100 L-fermentor 350 Zeytinyag1, 37°C, pH 8.5
Geotrichum candidum Yiizey kdltiir 6 Zeytinyagi, 32°C, pH 8.5
Geotrichum candidum Calkalamali kiiltiir 170 Zeytinyag1, 30°C, pH 5.6
Mucor lipolyticus Calkalamali kiiltiir 90 Zeytinyag1, 37°C, pH 8.0
Humicola lamiginosa 600 L-fermentor 55 Zeytinyagt, 45°C, pH 8.0
Myricum sp. 20 L-fermentor 4 Zeytinyag1, 55°C, pH 8.0
Phycomyces spp. Fermentorler 160 Zeytinyagt, 37°C, pH 7.0
Penicillium funiculosum Calkalamali kiiltiir - Zeytinyagt, 37°C, pH 8.0
Byssochlamys fulva Calkalamali kiiltiir - Zeytinyag1, 37°C, pH 8.0
Fusarium solani Calkalamali kiiltiir - Zeytinyag1, 37°C, pH 8.0
Fusarium oxysporum Calkalamali kiiltiir 220 Tributirin, 30°C, pH 7.0
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1.2.2. Fungal lipazlar

Fungal lipazlarla ilgili ¢alismalar 1950’lerin basinda baslamis, Lawrence ve
daha sonra Brockerhoff ve Jensen tarafindan bu enzimler cesitli yonlerden
tartisilarak kapsamli olarak incelenmistir. Bundan sonra bir¢ok arastirmaci termal
stabilite, substrat 6zgiilliigii ve organik ¢oziiciilerdeki aktivitelerinden dolay1 lipaz
kaynagi olarak funguslarin 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermistirler. Fungal
lipazlar, grup fermentasyonunda kullanilmalar1 ve diisiik maliyette ekstraksiyon
metotlarindan dolay1 bugiin teknolojide tercih edilmektedir. Bu sebeplerden lipaz
dretimi i¢in funguslar arastirllmistir. Ticari lipazlarin belli bash {ireticileri;
Aspergillus niger, A. terreus, A. carneus, Candida cylindracea, Humicula
lanuginosa, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus, R. delemar, R. japonicus, R. niveus ve

R. oryzae’dir (Ghosh ve ark., 1996).

Kiiflerden elde edilen lipazlar, hem kati kiiltiir hem de derin kiiltiir metodu
kullanilarak tiretilebilmektedir. Ezilmis bugday kepegi ortaminda Aspergillus
luchuensis’i kullanarak kati kiiltiir yontemi basari ile uygulanmistir. R. delemar’in
kat1 kiltiir yonteminde, bugday kepegi iizerinde, belirlenebilir miktarda lipaz
tiretmedikleri, ancak sulu kiiltiirler i¢inde tiretebildikleri gosterilmistir. Bu olay sivi
kiiltiirlerde degil de yar1 kati kiilttirlerde ekstraseliiler olarak tiretilen proteazin, lipazi

dejenere etmesinden kaynaklanir.

Arastirmacilar, Aspergillus tirleri i¢in, kati kiiltir ya da derin kiltiir
yontemlerinden hangisinin kullanilacaginin suslara gore degisebilecegini one
stirmiiglerdir (Iwai ve Tsujisaka, 1984). Sivi kiiltiirlerinde havalandirmali veya
calkalamali kiiltiir yontemlerin uygulanmasi, tek hiicreli organizmalardan veya
bircok filamentdz kiiften lipaz eldesinde fayda saglamistir. Statik kiiltiiriin
havalandirmali veya calkalamali kiiltiire degistirilmesi ile lipaz verimindeki artiglar

literatiirde mevcuttur.
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1.2.3. Bakteriyel lipazlar

Lipazlar, bakteriler tarafindan da dretilmektedir. 1901°de Bacillus
prodigiosus, B. pyocyaneus ve B. fluorescens’de bu enzimlerin varligi gozlenmistir.
Glintimiizde en ¢ok calisilan, lipaz iireten bakterilerden bazilar1 sirasiyla Serratia
marcescens, P. aeruginosa ve P. fluorescens olarak bildirilmistir (Arpigny ve Jaeger,
1999). Ayrica, Streptomyces sp., Acinetobacter sp., Aeromonas sp., Staphylococcus
sp., Lactobacillus sp., Micrococcus sp., Burkholderia sp. ve Chromobacterium sp.

(Ghosh ve ark., 1996) cinsleri lipaz tiretimi i¢in kullanilmaktadir.

Gram negatif bakteriler lipaz Uretimi acisindan ele alindiginda
Pseudomonas’lar bu grup i¢inde kuskusuz ki en énemli cinslerden biridir. Bu cinse
ait lipazlarin cazipligi, sahip olduklar1 enantiyospesifik biyokatalitik etkinligi ve
organik ¢oziicii tolerans: ve buna ilaveten alkali ve termostabil olmas1 nedeniyledir
(Singh ve Banerjee, 2007). Pseudomonas cinsi bakterilerin iiretmis oldugu lipazlarin
cogunlugu hiicre disidir. Aminoasit sekans analizlerine gore yapilan degerlendirme
sonucunda Pseudomonas lipazlart molekiiler agirliklarinin (Mr) artisina goére li¢
gruba ayrilmistir. Grup-1, P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. fragi ve diger
Pseudomonas tirlerini igeren molekiiler agirligt en kiigiik lipazlarin bulundugu
birinci gruptur. Grup-I lipazlari, yaklagik 285 aminoasit i¢eren ve Mr degeri yaklasik
30.000 dalton olan lipazlar1 kapsamaktadir. Grup-II lipazlari, P. cepacia ve P.
glumae tiirlerini kapsamaktadir. Grup II lipazlar yaklasik Mr 33.000 dalton olan ve
grup I aminoasitleri ile %60 homoloji gosteren 320 aminoasitden olusur ve bir tane
distilfit koprisii igerir. P. cepacia ve P. glumae’dan elde edilen lipazlar genis substrat
spesifitelerinden dolay1 Novo-Nordisk (Danimarka) ve Unilever (Hollanda) firmalari
tarafindan ayrintili bi¢imde incelenmistir. Dogru bigimde katlanmada ilave gen
irtintine (lif) bagimlilik gosterir. Pseudomonaslarin grup III lipazlar1 50.000 Dalton
Mr’lik yaklasik 475 aminoasit igeren biiyiik proteinlerdir. P. fluorescens tarafindan
tiretilir. Bu lipazlar grup I ve grup Il lipazlarindan tipik sinyal sekansi, sistin kalintisi
icermediginden ve lif benzeri proteinlere ihtiyaglari olmadigindan tamamen farklidir.

Tek basamakli yol izleri ile hiicre disina salgilanirlar (Jaeger ve ark., 1994).
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1.2.3.1. Lipaz Uretimi i¢in Bakteri Se¢imi

Lipaz tiretimi i¢in secilecek olan bakteri tiirtinde aranmasi gereken ilk sart
lipaz1 bol miktarda iiretiyor olmasidir. Bunun yaninda bakteri tiir se¢cimini asagida

belirtecegimiz baska parametreler de etkiler (Jaeger ve Eggert, 2002).

1. Kisa bir fermantasyon siiresi sonunda organizma yiiksek verimle lipaz
tretmelidir.

2. Ekstraselliiler enzim {tiretimi tercih edilir. Ciinkii hiicre membran1 parcalama
islemi gerektirmeden enzim izolasyonu kolaydir.

3. Segcilecek bakteri tiirti, toksik madde ve antibiyotik iiretmemeli, ucuz besi
ortaminda ¢ogalip faaliyet gostermeli ve gerek iiretilecek enzime zarar verecek
gerekse izolasyon ve saflagtirma adimlarinda problem yaratabilecek yan {iriinleri
(renkli ve stimiiksti maddeler, proteazlar vb.) de salgilamamalidir.

4. Bakteri kiiltiir ortam1 kosullarinda enzim verimliligi agisindan kararli olmalidir.

5. Kiiltiirler filtrasyon veya santrifiijleme ile berraklastirma sirasinda olabildigince
az problem ¢ikarmalidir.

6. Intraseliiler enzimler durumunda hiicreler kolay parcalanmalidir.

1.2.3.2. Bakteriyel Lipaz Fermentasyon Ozellikleri

Sicaklik, pH, azot, karbon kaynaklari, lipit kaynaklar1 ve oksijen
konsantrasyonu gibi cesitli ¢evresel faktorlerin lipaz tretiminde etkili olduklar
bilinmektedir. Lipaz tiretimi genellikle lipitler tarafindan indiiklenmektedir. Lipaz
aktivitesi stirekli olarak bir pik yapincaya kadar artar sonrada azalir. Lipaz {iretimi
genellikle ortamda bulunan trigliseridlerin varligina baglidir. Serbest yag asitleri,
hidrolizlenebilen esterler, safra tuzlar1 ve gliserol de lipaz iiretiminde indiikleyici

olarak gorev yapabilen diger maddelerdir.

Lipaz tiretimi i¢in kiiltiir ortaminin baslangic pH’s1 daima onemlidir. P. fragi
icin maksimum aktivitenin pH > 7,0 ve P. aeruginosa i¢in ise pH 9,0’da oldugu
belirtilmistir (Saxena, 2003). Bunun aksine, S. lipolytica, M. caseolyticus, B.

licheniformis, A. wentii, M. hiemalis, R. nigricans, Mucor racemosus, R. oligosporus
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ve P. aeruginosa EF2 i¢in maksimum lipaz aktivitesinin asidik pH’da (4,0-7,0)

oldugu bildirilmistir.

P. fluorescens ve P. fragi tarafindan yapilan lipaz tiretiminde sicakligin 8 °C
derecenin {istline ¢ikarilmasimin baskilayict bir etki yaptigi gozlenmistir. Bununla
birlikte, P. fluorescens tarafindan yapilan lipaz itiretiminin 20 °C derecede ani
inaktivasyonu, gizli proteinazlar tarafindan es zamanl bir sekilde potansiyel olarak
bakteriyel lipazlar1 inaktive edebildiklerini ve bu etkinin daha yiiksek sicakliklardaki
(30-40 °C) kiiltiir ortamlarinda daha fazla oldugunu gostermektedir (Arpigny ve
Jaeger, 1999).

1.2.3.3. Pseudomonas Tiirlerinde Lipaz Uretimi

Pseudomonas cinsinin iiyeleri tarafindan {iretilen ekstraseliiler lipazlar;
trigliseridlerin hidrolizi, esterifikasyonu, transesterifikasyonu veya esterlerin kiral
secici sentezinde genis potansiyel uygulama alanina sahiptirler. Pseudomonas
tirlerinden bakteriyel ekstraseliiler lipazlarin {iretimi bunlarin endiistriyel alanda
kullanilma o6zelliklerinden dolay1 genis capta c¢alisilmaktadir (Roseau ve Jaeger,

2000).

Bakterilerin lipaz genleri klonlanmis, sekanslari yapilmis ve karakterize
edilmistir. Buna gore bakteriyel lipazlar sekiz familyaya ayrilmistir. Bu familyalar
icinde toplam 22 tiiyeden olusan familya I en blytgti olup altt alt familya
icermektedir. Alt familya 1.1, 1.2 ve 1.3 Pseudomonas cinsi lipazlarini icermektedir.
Alt familya 1.1 ve 1.2, yiiksek aminoasit sekans homolojilerine (% 40’da fazla)
ragmen regio- ve enantiyo- selektivitelerinde belirgin farkliliklar gosterirler. Bunlar
endiistride farmasatikler, pestisitler ve insektisitlerin sentezinde yap1 vazifesini goren
kiral kimyasallarin tiretimi i¢in kullanilirlar. Alt familya 1.1 ve 1.2 lipazlarindan daha
bliylik bir molekiiler agirliga sahiptir. Familya 1.1°in prototip enzimi, P.
aeruginosa’dan saflagtirnlmis ve molekiiler agirhiginin 29 kDa oldugu tespit
edilmistir. Bu enzimin ayrintili olarak ¢alisilmasinin iki sebebi vardir. Bunlardan ilki
immiin sistemi zayif olan hastalarda c¢esitli enfeksiyon hastaliklarina sebep olan

firsat¢1 patojen P. aeruginosa’nin virulans faktorii olup, bu durumda lipazlar, diger

17



enzimlerle birlikte karaciger stirfaktantlarini igeren konake¢i seliiler membranin
bozulmasina yol agarak sinerjistik aktivite gosterirler. Diger sebebi ise P. aeruginosa
lipazinin, endiistriyel olarak onemli substratlarin hidroliz ve sentezini katalizlemesi
ve biyoteknolojik uygulamalarda yiiksek oranda kullanilmasidir (Dong ve ark.,

1999).

Deterjan sanayisinde Lipolase’dan sonra 1995’de iki bakteriyal lipaz P.
mendocina’dan  ‘Lumafast’” ve P. alcaligenes’den ‘Lipomax’— Genencor
International tarafindan cikarilmistir (Jaeger ve Eggert, 2002). Pseudomonas’lar
arasinda t¢ onemli tiir; P. fragi, P. fluorescens, P. aeruginosa lipaz tretimi i¢in
kullanilmaktadir. Cig deve siitiinden izole edilen on susun lipaz aktivitesi arastirilmis
ve en ylksek aktivite P. fluorescens RM4 olarak tanimlanan susta goézlenmistir. Bu
susun genis bir sicaklik araliginda gelisme gosterdigi ve lipaz tirettigi belirtilmistir.
Lipaz tiretimi i¢in topraktan izole edilen sus Pseudomonas olarak tanimlanmistir.
Pseudomonas luteola susunun lipaz tiretimi Rhodamine B agarda tespit edilmis, lipaz
aktivitesi substrat olarak zeytinyagi kullanilarak titrasyon metoduyla belirlenmistir.
Bu sustan elde edilen ekstraselliler lipaz, sivi-sivi ve anyon degisim
kromatografisiyle 17 kat saflagtirilmistir. Saflastirilan enzimin termostabil oldugu ve

optimum sicakligin 55 °C oldugu belirtilmistir (Jaeger ve Eggert, 2002).

Topraktan izole edilen P. mendocina PK-12CS susu, pH 8’de uzun zincirli
yag asitlerinin trigliseridlerine (tripalmitin, triolein, trilinolin) ve dogal yaglara
(zeytinyagi, soya yag1, hardal yagi, hindistan cevizi yag1 ve badem yag1 gibi), kisa
zincirli trigliseridlere oranla daha yiiksek aktivite sergilemistir. Lipaz optimum
aktiviteyi pH 8’de gostermis ve pH 8.6’nin iistiinde ve pH 7.6’nin altinda aktivitenin
ani olarak diistiigi tespit edilmistir. Enzim iiretimi, 37 °C’de pH 7.6-8.6 araliginda en
yiiksek olmakla birlikte, genis pH araliginda (5.6-9.0) stabil oldugu gozlenmistir
(Beisson ve ark., 2000). Lipaz, yag atiklar1 ve poliliretan degredasyonunu
hizlandirmada da kullanilabilir. Restoran atik sularindan izole edilen ve lipaz iireten
P. aeruginosa LP602 susunun, yiiksek lipit iceren gida unitelerindeki atik sularin

tyilestirilmesinde iyi bir potansiyel olacagi bildirilmistir (Gupta ve ark., 2004).
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1.2.3.4. Acinetobacter Tiirlerinde Lipaz Uretimi

Acinetobacter cinsi gram negatif, hareketsiz ve fermentasyon yapmayan,
Moraxellaceae familyasina ait bir bakteri cinsidir. Acinetobacter cinsine ait 17 tane
adlandiilmis  ve 14 tane adlandilmamis tir vardir. Onemli toprak

organizmalarindan olup aromatik bilesenleri metabolize ederler.

1986’da  Bouvet ve Grimont Acinetobacter genusunu DNA-DNA
hibridizasyonu ve beslenme o0zelliklerine gore 12 farkli gruba ayiran yeni bir
siiflandirma yapmustir. Tjenberg ve Ursing (1989) 13-15 arasinda kodlanan 3 ilave
DNA grubu daha bildirmislerdir. Bunu takiben Bouvet ve Jeanjcan (Bouvet ve
Jeanjcan, 1989) proteolitik Acinetobacter tiirlerinden olusan ve 13-17 arasinda
numaralandirilan 5 DNA grubu daha bildirmislerdir. Ancak Tjemberg ve Ursing’in
tamimladigi 2 DNA grubu Bouvet ve Jeanjcan’in (1989) tamimladigi DNA
gruplarindan fenotipik olarak farkli oldugu bildirilmistir. Bunun sonucunda farkli
DNA gruplar1 ayn1 sayiyla ifade edilmistir. Su anda Acinetobacter genusu i¢inde en

azindan 25 genomik tiir tantmlanmastir.

Acinetobacterlerin de i¢inde yer aldig1 nonfermenter Gram negatif basiller 15
familya i¢inde siniflandirilir. Bunlar; Alcaligenaceae (Alcaligenes, Achromobacter,
Bordotella, Oligella), Alteromonadacae (Alishewanella, Shewanella), Brucellaceae
(Ochromabactrum), Burkholderiacae (Burkholderia, Cupriavidus, Pandoroea
Ralstonia), Caulobacteraceae (Brevindumonas), Comamonadaceae (Comamonas,
Acidovoraks,  Delftia)  Flavobacteriaceae (Flavobacterium, Bergeyella,
Chryseobacterium, Empedobacter, Myroides, Weeksella) Methylobacteriaceae
(Methylobacteium, Roseomonas), Moraxellaceae (Moraxella, Acinetobacter,
Psychrobacter) Oceanospirillaceae (Balneatrix), Pseudomonadaceae (Pseudomonas),
Rhizobiaceae (Rhizobium, Agrobacterium), Sphingobacteriaceae (Sphingobacterium,
Pedobacter), = Sphinmonadaceae  (Sphingomonas) ve  Xanthomonadaceae
(Stenotrophomonas). Bunlara ilave olarak heniiz bir familya igerisinde
gosterilmemis ve taksonomik pozisyonlari hala belirsiz olan bir grup klinik agidan

onemli nonfermenter daha vardir.
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Gliniimiizde yeni, genis spektrumlu antibiyotiklerin yaygin kullanimina bagl
olarak diger nonfermentatif bakterilerle birlikte hastane infeksiyonlarinin en sik
saptanan etkenlerinden biri haline gelmistir. Acinetobacter sp., hastane
infeksiyonlarinin % 3-20’sinden sorumludur. 4. baumannii-calcoaceticus kompleksi
ttiim klinik Acinetobacter izolatlarinin % 80’ini olusturur. 4. baumannii disinda kalan
tirler daha cok gidalardan izole edilir. A. baumannii disindaki tiirlerin klinik

orneklerden tekrarlanan izolasyonu anlamli kabul edilmektedir (Kok ve Thor, 2006).

Kanl1 agardaki inkiibasyonun 24. saatinden sonra koloniler 0.5-2 mm ¢apinda
yar1 saydam opak, digbiikey ve biitiin olarak gortinmektedir. Cogu sus Mac Conkey
agarda iyi lrer ve zayif pembe renk tonu olusturur (Sekil 1.4). Acinetobacter
tirlerinin muhtemel tanimlanmasi; sitokrom oksidaz aktivitesinin olmamasi,

hareketsizlik ve penisiline diren¢ temeline dayanarak yapilabilir.

Acc.V  Spot Magn Det WD Exp
25.0 kV3.0 13331x SE 1653

Sekil 1.4 Acinetobacterlerin mikroskopik ve besiyeri goriintiisii gosterilmistir.

Acinetobacter lipofilik suslari insan derisi, siit ve diger gida triinleri gibi
substratlar disinda temiz ve kirli toprak ve su habitatlarinda bulunur. Lipolitik
Acinetobacter suslarinin izolasyonu ve oOzellikleri Tablo 1.2 de gosterilmistir.
Sakrofilik bakteriyel suslarinda lipaz {iretimi siit tiriinlerinde eksime ve bozulmalara

yol agmaktadir.

Acinetobacter suslarinin genelde yasam alanlarinin genis olmasi, metabolik

ozelliklerinin giiclii olmasi, modern molekiiler genetik manipiilasyona uygun olmasi
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nedeniyle biyoteknolojik gelisim i¢in uygun bir kaynak olma ozelligi

olusturmaktadir.

Tablo 1.2 Lipolitik Acinetobacter suslarinin izolasyonu ve 6zellikleri.

Sus Kaynak Tanimlama
Cesitli Taze su (kirletilmis) Mezofilik / psikrofilik
O16 /04 Taze su Mezofilik / psikrofilik
69V Bilinmiyor
SY1,IB2,BO2 Sulu ¢gamur
BD413 Toprak
RAG-1 Deniz suyu
OPA 55 Zeytinyagi
AAAC323-1 Toprak BD413 derivasyonu
CMC-1 Toprak
LP009 Cig siit Psikotrofik
KM109 Toprak
16265 Klinik
Sus No:6 Toprak
Varyasyon (50) Klinik Psikotrofik
SY-01 Camurlu su

Arpigny ve Jaeger (1999) tarafindan lipaz tireten bazi Acinetobacter suslari
tablo 1.3’deki gibi alt gruplara ayrilmistir. Saflastirilmis Acinetobacter lipazlarinin

biyokimyasal 6zellikleri suslara gore belirtilmistir.
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Tablo 1.3 Lipolitik Acinetobacter Suslarinin Biyokimyasal Ozellikleri

Sus MW  Optimum Optimum  Inhibitorler Tanim
(kDa) pH sicakhik
(C)
A.calcoaceticus NR Ca * stabilize
AAC323-1
A.calcoaceticus 32 7.8-8.8 LCFA
BD413 spesifitesi
mevcut.
A.radioresistens 45 10.5/8-11 40 Zn *?, PMSF LCFA
CMC-1 spesifitesi
mevcut.
Acitenobacter 62 8 /6-8 45 Benzoat
nov.sus.KM109 esterlerini
hidrolize eder.
A.calcoaceticus 23 7/4-8 50 EDTA, Ca " ile aktive
LP009 Acetonitrile edilir.
Acitenobacter sp.0jg  >200 7.5/NR 35 Ca "ile aktive
edilir.
Acitenobacter 33 9/6-9 55 EDTA, Ce karst
sp.RAG-1 piridin spesifite
Acitenobacter 43.8 10/9-11 50 C,-Cg spesifite
sp.SY-01

1.3. Lipazlarin Analiz Yontemleri

Enzim aktivitesinin tayini aslinda enzimatik reaksiyonun hizinin tayinidir. Bu
nedenle genelde reaksiyon hizi i¢in kullanilabilen yontemler aktivite tayini i¢in de
kullanilabilirler. Aktivite tayininde ya kaybolan substrat miktar1 veya meydana gelen
trlin - miktar1 tayin edilerek enzimlerin aktiviteleri Ol¢iilmektedir. Lipazlar,
trigliseridleri hidrolize ederler ve serbest yag asitleri ve gliserolin meydana
cikmasina sebep olurlar. O nedenle, bu enzimler icin analiz metotlar1 genel olarak
serbest yag asitlerinin olusumunun analiz edilmesi kriterleri etrafinda gelismistir.
Serbest yag asitlerinin olusumunu arastirmak amaciyla kalitatif olarak jel diftizyon
analizleri ve kantitatif olarak titrimetri, kalorimetrik analiz, floresans, kromatografik
prosediirler (Thin Layer Chromatography; TLC/Gas chromatography; GC /High
Performance Liquid Chromatography; HPLC) ve immiinolojik metotlar

kullanilmaktadir (Beisson ve ark., 2000).
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1.3.1. Kalitatif Analiz

Lipaz iireten suslar tribiitirin agarda geleneksel olarak incelenmektedir. Dort
karbonlu sentetik bir trigliserid olan tribiitirinin hidrolizi ile olusan zon ya esteraz ya
da lipaz aktivitesini gostermektedir. Ayrica Tween 20 ve Tween 80’11 besiyerlerinde
de bakteri kolonilerinin etrafinda kristallesmenin goriilmesi esteraz veya lipaz
aktivetesini gostermektedir. Yapilan bazi calismalarda, zeytinyagi ilave edilen kati
besiyerleri lipaz pozitif kolonilerin arastirilmasinda kullanilmigtir (Haki ve Rakshit,

2003).

Alternatif olarak kati besiyerlerine indikator eklenerek renkli zon olusumu
gozlenmistir. Nile blue siilfat, victoria blue, metil red, fenol red indikatér olarak
kullanilmistir (Beisson ve ark., 2000). Bu testler kati besiyerlerinde lipolitik
mikroorganizmalarin gelisimlerini hizli bir sekilde arastirmak i¢in uygundur. Ancak
bazi pozitif yanlis sonuglar goriilebilir. Bu mikrobiyal lipazlar tarafindan serbest
birakilan yag asitlerinin, asidik metabolitler tretmesinden dolay1r ortamin
asidifikasyonundan kaynaklanmaktadir. Bunu engellemek icin floresan Rhodamine B
boyasini kullanarak 365 nm dalga boyunda UV 15181 altinda turuncu floresan olarak
lipolizis zonlarmi gostermislerdir. Rhodamin, serbest yag asitleriyle floresan bir
kompleks olusturur. Boylece lipaz iireten koloniler goriiniir UV 15181 altinda floresan
haleler gosterir. Burada substrat olarak triolein (trioleoilgliserol) kullanilir. Ayrica
zeytinyag1 iceren besiyerlerinde (Matinez and Soberdn-Chavez, 2001) ve Tween 80
iceren besiyerinde kristallesmenin gozlenmesi (Smibert ve Krieg, 1994) ile de lipaz

aktivitesinin belirlenmesi miimkiindiir (Jaeger ve Eggert, 2002).
1.3.2. Kantitatif analiz
1.3.2.1. Titrimetri

Hidrolaz smifi enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin biiyiik ¢ogunlugunda
H" agiga ¢ikar. Olusan H' konsantrasyonu reaksiyon hizi ile orantilidir (Beisson ve
ark., 2000). Ozellikle substratlar1 suda iyi ¢oziinmeyen hidrolazlarin (lipazlar gibi)
aktivite tayinleri i¢in titrasyon ¢ok uygun bir yontemdir. Burada substrat olarak

uluslararas1 kabul goren triolein veya buna ucuz bir alternatif olan zeytinyag:
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kullanilir. Bundan bagka tribiitirin, triasetin (triasetilgliserol) ve tripropiyonin
(tripropiyonilgliserol) de enzimatik aktivite tayininde substrat olarak kullanilabilir.
Bununla birlikte lipazlar, kisa zincirli triagilgliserollerle karsilastirildiginda, triolein
gibi uzun zincirli triagilgliserolleri daha yiiksek oranda hidrolize etmektedir (Jacger
ve Eggert, 2002). Lipolitik reaksiyonda, asidin serbest birakilmasi titrimetrik olarak
analiz edilebilir. Nicel yontemde reaksiyon yoniinde pH ol¢iiliir. Titrimetrik metotlar
zamana bagli olarak serbest yag asitlerinin serbest birakilmasiyla sodyum veya

potasyum hidroksitin nétralizasyon oranini 6lgmektedir.

1.3.2.2. Spektrofotometrik Analiz

Genel olarak yag asidi zinciri ¢esitli uzunluga sahip p-nitrofenil esterleri
substrat olarak kullanilir ve meydana gelen p-nitrofenol 410 nm’de spektrofotometrik
olarak ol¢iiltir. Kisa zincirli esterler suda ¢oziiniir ve o nedenle bu hidroliz lipaz
aktivitesinden ziyade esteraz aktivitesinin Ol¢iilmesini saglar. Bununla birlikte p-
nitrofenil palmitat lipaz aktivitesinin Olg¢iilmesi i¢in kullanilir. Bu analiz i¢in
sinirlayict olan enzimatik aktivitenin asidik pH’da p-nitrofenol’iin absorbans
vermemesinden dolayr asidik pH’da yapilamamasidir. Enzimatik aktivite sadece
notral veya alkali pH degerlerinde bu prosediirle tespit edilebilir (Kouker ve Jaeger,

1987).

Kalorimetrik analiz, renksiz naftil karpilat (oktanat) esterinin hidrolizi ile
meydana gelen renkli naftol’un 560 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesiyle de
yapilabilir. Renk iiretiminin 6l¢iilmesinden baska spektrofotometrik analizler yag
asitlerinin, kalsiyum veya bakirla ¢oktiiriilmesiyle yapilabilir. Substrat olarak tween
kullanilir. Absorbans artis1 500 nm’de ol¢tlir ve bu tirbidimetrik metot, basit bir
yontem olup tween 20 ile yapilan titrimetrik analizden 36 kat, p-nitrofenil palmitatla
yapilan spektrofotometrik analizden en az dort kat daha hassastir (Von Tigerstrom ve

Stelmaschuk, 1989)
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1.3.2.3. Florimetrik Analiz

Floresan bilesikler lipaz analizi i¢in kullanilirlar. Metot, lipaz aktivitesinden
dolayr serbest birakilan floresan yag asitlerinin = Olglimiinii  gerektirir.
Triagilgliserollerin alkil grubunun, pirenil gibi floresan grupla yer degistirmesiyle

analiz gergeklesir. Floresan 6zellikte serbest pirenil gruplari olusur.

Triagilgliseroller hidrolize olduktan sonra piirin gruplari 400 nm’de yer
degistirir. Floresan olmayan 4-metilum belliferil oleat substrati, lipaz etkisinden
sonra floresan 4-metilum belliferon’un serbest birakir. Hizli bir yontem olmasina
ragmen substratlarin pahali olmasi bunlarin kullanimini sinirlandirmaktadir (Jacks ve

Kircher, 1967).

1.3.2.4. Kromatografik Prosediir

Kromatografi; lipit substratinda, enzim katalizinin hidrolizini takiben serbest
birakilan yag asitlerinin direk tespit edilmesi i¢in kesin bir metottur. Spesifik

kolonlar vasitasiyla irlin veya artakalan substratin miktar tayini ve analizi yapilir.

Rutin analizler i¢in zaman alici olmasina ragmen substrat spesifikliginin
tayininde kullanim1 tavsiye edilmektedir. TLC; triagilgliserollerden serbest yag
asitlerinin kalitatif analizde, isaretlenmis triagilgliseroller densitometrik veya

autoradiografik metotlar1 kullanilarak uygulanir.

Bunlar ¢ok hassas metotlar olmalarina ragmen zaman alicidir. GC; resmi
American Oil Chemists Society metoduna gore; yag asitleri bunlarin metil esterlerine
cevrilir ve GC ile miktar tayinleri yapilir. High Performance Liquid Chromatography
(HPLC); lipolizis triinleri kolaylikla HPLC kullanilarak tanimlanabilir. Naftil
laurat’in  substrat olarak kullanildigt Maurich tarafindan lipaz aktivitesini

tanimlanmast i¢in HPLC metodu gelistirilmistir (Maurich ve ark., 1991).
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1.3.2.5. immiinolojik Metotlar

Immiinolojik metotlar veya ELISA yiiksek hassasiyet ve lipazlarm tespiti ve
miktar analizleri i¢in spesifik sistemlerdir. Bu immiinolojik metotlar aktif veya aktif
olmayan lipazlarin tespit edilmesinde kullanilirlar. Lipazlarin immiinolojik tespitinde
dogal veya rekombinant kaynaklardan enzimin saflastirilmasina ihtiya¢ vardir

(Beisson ve ark., 2000).
1.4. Lipazlarin Onemi

Endiistriyel enzimler, ¢ok ¢esitli proseslerde uygulanabilmelerinden dolay1
ozellikle mikrobiyal kokenli olanlar i¢in gelen talep siirekli artmaktadir. Enzim
ortamli reaksiyonlar, alternatifleri olan yorucu ve pahali kimyasal reaksiyonlardan
daha caziptir. Son on yilda lipazlar, 6zellikle organik sentez alaninda, proteazlar ve

amilazlara oranla kesinlikle biiyiik bir 6nem kazanmuistir.

Lipazlarin dogal enantio selektivite ve regiyo selektivitesinden, kiral ilaglarin
coztimlenmesi, yag modifikasyonu, bitkisel yag yerine kullanilan maddelerin sentezi,
biyolojik yakitlarin sentezi, kisisel bakim {iirtinlerinin sentezi ve aroma artiricilarin
sentezi i¢in yararlanilmaktadir. Bu nedenle lipazlar, gilinlimiizde, organik
kimyacilarin, eczacilarin, biyofizik¢ilerin, biyokimya ve proses miihendislerinin,

biyoteknologlarin, mikrobiyolog ve biyokimyacilarin enzim se¢imidir.

Lipazlar serin hidrolazlar1 sinifi i¢inde yer alir ve bu nedenle hicbir kofaktore
ihtiya¢ duymazlar (Jaeger ve ark., 1994). Lipazlarin dogal substratlar1 olan
trigliseridler, suda c¢ok diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. Dogal sartlar altinda lipazlar,
coziinmeyen bir substratl faz ile enzimin ¢6ztinmedigi s1v1 faz arasindaki arabirimde
bulunan ester baglarinin hidrolizini katalizler. Baz1 deneysel sartlar altinda, 6rnegin
su yoklugunda, reaksiyonu tersine ¢evirebilmektedirler. Ters ¢evirme reaksiyonlari,
esterifikasyon ve yag asitleri ile gliserolden gliseridlerin olusmasina yol acar.
Substrat ve sivi faz arasindaki bir arabirim {izerinde lipaz reaksiyonunun olusu,

reaksiyonun kinetik analizi ve denemede zorluklara neden olur.
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Alisilmis endiistriyel lipazlar, kat1 ve siv1 yaglar iizerine etki eden ve onlarin
baslangicta gliserid ve yag asitlerinin yerine konulan maddeler i¢in hidrolize ederler

ve son olarak gliserol ve yag asitlerinin toplam hidrolizlerini ger¢eklestirirler.

Lipazlar ester baglarina etki ettigi i¢in, yaglarmm ayrstirilmasinda,
interesterifikasyonda (transesterifikasyon) peynirde farkli aromalarin
gelistirilmesinde, kopek mamasi yapimi i¢in biftek yaginin tadinin degistirilmesinde
vs. kullanilmaktadir. Gilintimiiz uygulamalarindan biri, organik asit ve alkollerden
farkli degerlerde eklenmis esterlerin sentezi i¢in susuz organik ¢oziiciiler i¢in

lipazlarin kullanimini gerektirmektedir.

Arastirmalar, bitki, hayvan ve mikrobiyal lipazlarin bilhassa bakteriyel ve
fungal lipazlarin iizerinde uygulanmaktadir. Her ne kadar pankreatik lipazlar
alisilageldigi gibi ¢esitli maksatlar icin kullanilsa da, gilinlimiizde mikrobiyal
lipazlarin ¢ok yonlii 6zellikleri, kolay ¢ogalmalarindan dolay1 ticari uygulamalarda

tercih edildikleri kabul edilmektedir.
1.4.1. Bakteriyel Lipazlarin Onemi

Bakteriyel lipazlar hiicre i¢inde sentezlenip hiicre disina salgilanmasindan,
genetik manipiilasyonlarla enzim tiretiminin artirilabilir olmas: ve bitki ve hayvan
lipazina kiyasla daha stabil olmasindan dolay1 endiistrilerde ve yaglarin taninmasinda

enzimatik olarak genis kullanim alanlar1 bulmaktadirlar (Jaeger ve Reetz, 1998).

Hayvansal ve bitkisel hiicrelerden elde edilen lipazlara gore avantajlart;
1) Mikrobiyal enzimler daha kisa siire ve daha az maliyetle elde edilebilmektedir.
2) Mikroorganizmalardan elde edilen enzimin ¢esitleri oldukca fazladir.
3) Enzimlerin mikroorganizmalardaki sentezlenen miktar1 tiirtine gore degisir.
4) Ortam kosullarinin degistirilmesi ve genetik manipulasyonlarla sentezlenen enzim
miktar artirilabilir.
5) Sterospesifiklik, secimlilik ve substrat se¢imliligi gibi 6zellikleri sayesinde
kimyasal katalizatorlere gore daha kaliteli {iriin iretimine imkan tanimasi,
6) Diustik aktivasyon enerjisine gereksinim duymalarindan ve ilimli kosullarda

(dtistik 151 ve pH) reaksiyon vermelerinden dolayi, reaksiyon i¢in ihtiya¢ duyulan
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enerjinin azalmasi ve reaksiyon tirtinlerinin ortam 1sisindan dolay1 gorecekleri zararin

indirgenmesidir.

Potansiyel endiistriyel uygulamalarda bakteriyel enzimler genis capta
kullanilmaktadir. Hayvansal kaynaklardan enzim iiretimi, pahali olmasinin yaninda,
arz ve talep gibi pazar faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. Buna karsilik bir¢ok
bitkisel kaynakli enzim nispeten kolay elde edilebilir. Fakat bitkisel kaynaklarin da

endiistriyel hammadde olarak kullanilmalar1 gida ihtiya¢larina baghdar.

Bakteriyel enzimler ise biiyiik ¢apta tiretimi mimkiin kilacak yontemlerle
dretilebilirler. Ayrica, mikroorganizmalarin iireme siireleri kolaylikla enzimlerin
pazar ihtiyaglarina uyarlanabilir. Guinlimiizde azalan dogal kaynaklar nedeniyle
bakteriler bir¢cok tiretim alani i¢in potansiyel olarak goriinmekte ve bu konuda yogun

caligmalar yapilmaktadir.

1.5. Lipazlarin Kullamim Alanlari

1.5.1. Lipazlarin Endiistriyel Uygulamalar

Endistriyel uygulamalardaki potansiyelinden dolayr mikrobiyal lipaz
dretimine ilgi son yillardir giderek artmistir. Protein ekstraksiyonu ve saflastirma
metotlar, genetik miihendisligi ve buna bagli olarak klonlama ¢alismalarinin
ilerlemesi ile lipaz katalizli reaksiyonlarin klasik kimyasal yontemlere kiyasla, ticari

acidan daha uygun alternatif olusturacagi diistiniilmektedir.

Ekolojik kaygilar da lipaz kullanimini desteklemektedir, lipaz katalizli
reaksiyonlar canli metabolizmasinda gergeklesen metabolik yollara esdeger
oldugundan bu reaksiyonlar, kimyasal katalizli reaksiyonlara gore ¢evre agisindan
sorun olusturmamaktadir (Jaeger ve Reetz, 1998). Bu uygulamalara 6rnek olarak;
gida katkis1 (lezzet artirici), kaliteli kimyasallar (ester sentezleri), deterjanlar
(yaglarin hidrolizi), atik su aritimi (yag kalintilarinin uzaklastirilmast ve ayrilmast),
kozmetik (lipidlerin uzaklastirilmasi), eczacilik (gidalardaki kati ve sivi yaglarin

sindirimi), dericilik (hayvan derisindeki yaglarin uzaklastirilmasi), medikal (kan
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trigliserid tayini) verilebilir (Kirk ve ark., 2002). Bunun yani sira lipazlarin diger

avantajlari;

1) Sterospesifiklik, se¢imlilik ve substrat secimliligi gibi ozellikleri sayesinde

kimyasal katalizatorlere gore daha kaliteli tirtin tiretimine imkan tanimasi,

2) Diisiik aktivasyon enerjisine gereksinim duymalarindan ve ilimli kosullarda
(diisiik 1s1 ve pH) reaksiyon vermelerinden dolayi, reaksiyon i¢in ihtiya¢ duyulan
enerjinin azalmasi ve reaksiyon tirtinlerinin ortam 1sisindan dolay1 gorecekleri zararin

indirgenmesidir.

Yikama esnasindaki yag uzaklastirma islemi, lipolitik yikim gerektirdiginden
sentetik kimyasal deterjanlar yerine enzim igeren deterjan liretimi lipazlar i¢in biyiik

pazar olusturmaktadir.

Cok yonlt mikrobiyal lipazlar hizla gelismekte olan modern biyoteknolojide
vazge¢ilmez bir role sahip olmuslardir. Biyolojik 6nemlerinin yaninda lipazlar,
yaglarin islenmesi, deterjan ve yag temizleyicilerin tiretimi, gidalarin iglenmesi, ilag
ve kimyasal madde sentezleri, kagit liretimi ve kozmetik iirtinlerinin sentezi gibi pek

cok alanda karsimiza ¢ikmaktadir.

Lipazlar aynm1 zamanda yag atiklari ve poliiiretanin pargalanmasini
hizlandirmak i¢in kullanilabilmektedir. Kullanimi yaygin bazi ticari lipazlar tablo

1.4’de verilmistir.
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Tablo 1.4 Mikrobiyal lipaz kaynaklar1 ve uygulama alanlar1

Tip Kaynak Uygulama Uretici Firma
Alam
C.rugosa Organik Amano,Biocatalysistis,Boehringer
Sentez
Fungal Mannheim,Fluka,Sigma,Genzyme
C.antarctica Organik Boehringer Mannheim,Novo
Sentez Nordisk
T.lanuginosus Deterjan Boehringer Mannheim,Novo
katkis1 Nordisk
R.miehei Gida Novo Nordisk,
islenmesi Biocatalysistis,Amano
B.cepacia Organik Boehringer
Bakteriyel Sentez Mannheim,Amona,Fluka
P.alcaligenes Deterjan Genencor
katkis1
P.mendocina Deterjan Genencor
katkist
Ch.viscosum Organik Asahi, Biocatalysistis
Sentez

1.5.2. Uygulama Alanlan

Glinitimiiz enddistrisinde, lipazlarin spesifikliklerine bagli olarak hem sulu
hem de organik sistemlerde cesitli reaksiyonlardaki gereksinimleri dolayisiyla birgok

sektorde kullanim alani bulunmaktadir (Tablo 1.5).
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Tablo 1.5 Mikrobiyal lipazlarin endiistriyel alanlarda kullanim tablosu.

Sektor Etki Uriin
Ekmekeilik Tatlandirma ve raf omrii  Unlu mamuller
uzatiminda
Mesrubat Aroma Mesrubatlar
Kimyasal Enantiosecicilik Kiral yapilar ve
kimyasallar
Temizleme Sentez ve hidroliz Kimyasallar, surfaktanlar
gibi temizleme ajanlarinin
uzaklastirilmasi
Kozmetik Sentez Emulsifiyerler,
nemlendiriciler
Stit Stitteki  yagm  hidrolizi, Tatlandirici, peynir,
peynir  olgunlastirilmasi, tereyagi
tereyaginin
modifikasyonu

Kat1 ve s1v1 yaglar

Gida suisleme
Dericilik
Et ve balik

Kagit
Saglikli gida

Trans-esterifikasyon
Hidroliz

Kalite artirma

Hidroliz

Tat gelistirme ve yag
uzaklastirilmasi
Hidroliz
Trans-esterifikasyon

Kokoa yag1, margarin

Yag asitleri, gliserin,
mono ve ve digliseridler
Mayonez, siisleme

Deri isleme

Et ve balik tirtinleri

Kagit tirtinleri
Saglikli gida tirtinleri

1.5.2.1. Siit Uriinleri Endiistrisinde Lipazlar

Lipazlar, stit yaginin hidrolizi i¢in siit {irtinleri endiistrisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir. Giinlimiiz uygulamalari, peynir aromasinin artirilmasi, peynir

olgunlagsmasinin hizlandirilmasi, peynir benzeri tirtinlerin imalat1 ve kaymak hidrolizi

islemlerini igermektedir. Lipazlarin ilavesi oncelikle kisa zincirli (C4 ve C6) yag

asitlerinin uzaklastirilmasiyla keskin ve hos aromanin gelismesine yol acar; orta

zincirli (C12 ve C14) yag asitlerinin uzaklastirilmasi ise tirinde sabunumsu bir tat

olusumuna yol agmaktadir. Katki igeriginde, serbest yag asitleri, aseto asetat, B-keto

asitleri, metil ketonlari, aroma asitleri ve laktonlar gibi diger aroma iceriklerinin

sentezini baslatan basit kimyasal reaksiyonlarin yerini almaktadir.

31



Mucor miehei, Aspergillus niger ve A. oryzae gibi tamamen bir dizi
mikrobiyal lipazlardan hazirlanmig preparatlar peynir imalati endiistrisi igin
gelistirilmistir. Bir ¢ok kaliteli peynir sadece mikrobiyal lipazlarin veya ¢esitli
preparatlarinin  karigimlarinin  kullanildigi proseslerde iiretilmistir (Chen ve ark.,
2003). italyan peynirlerinde tadin olusturulmasi, Cedar peynirinde olgunlastirmanin
hizlandirilmast ve islenmis mavi peynirde tadin iyilestirilmesi islemleri lipaz

enziminin yardimlartyla gerceklestirilir.

Lipazla kismen hidrolize edilmis tereyagi, zenginlestirilmis kaymaks1 tada
sahip olup, patlamis musir, sivi yaglar, kat1 yaglar, tahillar, sekerlemeler, tiiketime
hazir gidalar ve unlu mamuller gibi ¢esitli gida maddelerine eklenmektedir. Lipazla
modifiye edilmis kremalar, kahve beyazlaticilarina, sekerlemelere, hamurlara,
corbalara ve unlu mamullere siit tad1 katmasi amaci ile ilave edilmektedir. Siit

yaglarinin hidrolizi de lipaz tarafindan kontrol edilmektedir.

Lipaz kullanimina yer veren siit sanayinde, lipaz konsantrasyonu, pH, sicaklik
ve emiilsiyon miktarmin belirli degerlere ayarlanmasi spesifik yag asitlerinin
kontrollii salinmasma izin vermektedir. Alisilagelen kimyasal interesterifikasyon
islemiyle yapilmast miimkiin olmayan bu islem, ayni zamanda kétii tat olusturan
spesifik yag asitlerinin de en aza indirilmesini saglar. Ayrica farkli kaynaklardan elde
edilen lipazlar farkli 6zellikler ve segicilik gosterdiginden, istenilen 6zellikte tiriin

elde etmek i¢in lipaz tipinin se¢imi ¢ok onem tasimaktadir.

Stit yag1 besinsel yaglarin ¢ok 6nemli bir kaynagi olmakla birlikte, yliksek
oranlarda kolesterol ve koroner kalp hastaliklarinin artmasinin sebebi olarak
gosterilen birincil doymus yag asidi kalintilar1 ihtiva etmesi sebebiyle birka¢ yildir

saglik acisindan zararl olarak goriilmektedir (Kirk ve ark., 2002).

Insan diyetindeki doymus asitlerden kaynaklanan saglik sorunlarinin baslica
sorumlular1 laurik, miristik ve palmitik asitlerdir. Bunlarin tam tersine oleik asit
(C18:1), kandaki kolesterol miktarin1 azaltmaktadir. Bu nedenle, tada yaptigi
etkilerin yaninda lipaz, yag asidi kombinasyonlarinin degistirilmesi ve bu yolla

besinsel kalitesinin arttirilmast amaciyla siit yaginin islenmesinde kullanilmaktadir.
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1.5.2.2. Gida Sanayinde Kullanimi

Lipaz tarafindan katalizlenmis ester sentezinin piyasada tat verici esterlere
giderek artan talebi karsilayabilecegi dusiiniilmektedir. Bunlardan bir tanesi ananas
ve muz gibi dogal meyve aromalarina sahip olan etil biitirat olup gida sanayinde
lezzet arttiric1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Kirk ve ark., 2002). Kisa
bir siire 6nce, lipazin gidalarda bozulmaya yol agan mikroorganizmalarin ve bazi
gida toksinlerinin hizli tespitinde bir indeks olarak kullanilabilecegi kesfedilmistir.
Ayrica bir bagka calismada lipazlarin, gidalarin ¢iirimesine yol agan psikotrof
organizmalarin tizerindeki etkisine ve bunlarin kontroliinde kullanilabilirligine yer
verilmistir. (Kuo, 2002). Bir trigliseridin pozisyonu, zincir uzunlugu ve doymamislik
derecesi yalnizca fiziksel 6zelliklerini etkilemekle kalmayip ayni zamanda besinsel

ve duyusal degerlerini de etkilemektedir.

Palmitik ve stearik asitleri bilinyesinde bulunduran kakao yagmin erime
noktasinin yaklasik 37 °C’dir. Bu sebeple agza alinmasi ile birlikte erir ve bir serinlik
duyusunun algilanmasina sebep olur. 1976’da Unilever adli firma immobilize lipaz
kullanmak suretiyle yaptigi bir dizi hidroliz ve sentez reaksiyonlar1 sonucunda

kakao-tereyagi yerine gecen bir madde iiretmis ve bunun patentini almistir.

1.5.2.3. Deterjanlarda Lipazlar

Temizlik malzemelerinde enzimlerin kullanim1 hala endiistriyel enzimler i¢in
tek biiyiik pazar olmay1 stirdiirmektedir. Diinya ¢apinda, evlerde kullanilan deterjan
formiilasyonu i¢in daha diisilk camasir yikama sicakliklarina yonelme, taleplerin
oldukca artmasina sebep olmustur. Yaglari hidroliz etmelerinden dolay: lipazlar,
endiistriyel temizlik alanlarinda ve evde kullanilan deterjanlarda genis bir kullanim
alan1 bulmustur. Deterjan lipazlarinda 6zellikle dikkat edilen hususlar; ilk olarak yag
lekelerini olusturan trigliseritlerdeki cesitlilik nedeniyle substrata spesifik olmasi,
ikinci olarak sert yikama kosullarinda (pH 10-11, 30-60 °C) enzim stabilitesinin
devamlilig1 ve son olarak da siirfektan ve proteazlar gibi katki maddelerinin neden

oldugu proteolitik degredasyondan etkilenmemesidir (Sharma ve ark., 2002).
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Deterjan yapiminda enzim kullanimi, endiistriyel enzimlere talebi arttirmistir.
Diinya capinda yikama sicakliklarmi indirmeye yonelik yapilan caligmalarda, ev
deterjan formiilasyonlar1 i¢in daha gelismis trilinler, yeni arastirma programlari,
genetik manipulasyonlarla bir takim uygun preparasyonlarin tanimlanmasi
saglanmistir. Deterjan enzimleri, toplam lipaz satislarinin yaklasik % 32’sini
olusturmaktadir. Deterjanlarda kullanilmas: i¢in lipazin, termostabil ve makinede
yikanmada alkali ortamda aktif kalmaya gereksinimi vardir. Yaklasik 1000 ton lipaz,
her yil yaklasik olarak 13 milyon ton deterjan iiretiminde kullanilmaktadir (Sharma

ve ark., 2002).

1.5.2.4. Oleokimyasal Endiistrisinde Lipazlar

Lipazlarin olekimyasal endiistrideki kullanimi, hidroliz, gliseroliz ve alkoliz
reaksiyonlar1 sirasinda termal bozunmayr minimize ettigi ve ayrica enerji
tasarrufundan dolay1 oldukca biiyiiktiir. Japon Miyoshi Yag sirketi, sabun tiretiminde
Candida cylindracea lipazinin ticari bir sekilde kullanildigini bildirmistir. Yeni nesil
ucuz ve sicakliga daha dayanikli enzimlerin piyasaya siiriilmesi ile lipaz kullaniminin

artacag diistiniilmektedir.

Oleokimyasal endiistrisinde bugiinkii egilim, organik c¢oziicliler ve
emiilsifiyerlerin kullanimindan uzaklagsma yoniindedir. Hidroliz, alkoliz ve gliseroliz
reaksiyonlarini igeren cesitli reaksiyonlar, dogrudan karisik substratlar tizerinde bir
dizi immobilize olmus lipazlarin kullanimiyla gerceklestirilmektedir. Bunun sonucu

olarak da proses stirekli isledigi i¢in yiiksek verim elde edilmektedir.

Enzimatik hidrolizlerin 6niimiizdeki zaman igerisinde, fazla miktarda enerji
ve pahali ekipman olmaksizin, yag ayristirma islemlerinde basarili bir sekilde
kullanilacagi tahmin edilmektedir (Van Beilen ve Li, 2002). Ila¢g ve kimyasal
iretiminde optik¢e aktif ve saf polimerlerin (rasemik karisimlari yerine) lipaz
katalizli sentezidir. Lipaz katalizi ile tiretilen monogliseritler, gida ve kisisel bakim
tirtinlerinin (cilt, giines kremleri, banyo yaglari) iiretiminde emiilsifiye edici olarak

gorev alirlar.
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1.5.2.5. Kagit Endiistrisi

Zift veya agacin hidrofobik bileseni (baslica trigliseridler ve mumlar), kagit
hamuru ve kagit sektoriinde bir ¢ok problem yaratmaktadir. Lipazlar, kagit
yapiminda iretilen kagit hamurundan bu ziftin uzaklastirilmasinda kullanilir.
Japonya’da, Nippon Kagit Endiistrisi, agag trigliseridlerinin % 90’11 hidrolize eden
Candida rugosa fungal lipazin1 kullanarak zifti kontrol eden bir metot gelistirmistir

(Sharma ve ark., 2001).

1.5.2.6. Biyodizel Endiistrisi

Gelisen tilkelerde alkol, bitkisel yag, biyokiitle, biyogaz, sentetik yakit, vb.
gibi biyo orijinli yakitlar gittikce 6nem kazanmaktadir. Alternatif yakitlar icerisinde
biyodizel dizel yakit i¢in iyi bir alternatiftir. Biyodizelde siilfiir bulunmaz.
Biyodizelin egzoz gazlarindaki karbonmonoksit, yanmamis hidrokarbon ve partikiil
madde miktar1 normal dizel yakitinkinden daha diisiiktiir. Gilinlimiizde biyodizel
ticari olarak bir yagin bir alkol ile alkali katalizorlii interesterifikasyonu ile

iretilmektedir (Kuo, 2002).

Biyodizelin lipaz katalizorlii reaksiyonlarla nazik reaksiyon sartlarinda
tiretilmesi son zamanlarda ticari ilgiyi ¢ekmistir. Alkoliz, biyodizel tiretilmesi i¢in
yaygin olarak kullanilmaktadir. Alkoliz bir alkol ve bir esterin esterifikasyon
reaksiyonudur ve triagilgliserollerle metanoliin esterifikasyonundan metil esterler

uretilmesinde kullanilmaktadir.

1.5.2.7. Enzim Endiistrisi

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 biiyiik bir spesifiklikle ve hizin1 artirarak
katalizlerler. Biitin bu enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, canli
organizmalarin metabolizmasimnin temeli olup randimanli ve ekonomik olarak
biyokatalitik degisim uygulamalarinda enddistri i¢in muazzam firsatlar saglamaktadir

(Van Beilen ve Li, 2002).
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1960’lara kadar toplam enzim satist her yil sadece birka¢ milyon dolarken;
biyokimyasal {retim, fermentasyon prosesleri, iyilestirme metotlar1 ve enzim
sayisinin artmasiyla enzim piyasast 6nemli bir sekilde gelismistir. Diinyada enzim
dretimi, 12 biiyiik ve 400 kiigiik firma tarafindan saglanmaktadir (Sharma ve ark.,

2001).

Endiistriyel 6neme sahip mikrobiyal enzimler diinyada Genencor
International, Amano Pharmaceuticals, Biocatalysts, Novo Nordisk vs (Gupta ve
ark., 2004) gibi gesitli firmalar tarafindan tiretilmektedir. Diinya genelinde mevcut
endiistriyel enzim pazari 1.4 milyar dolarken yilda %10’un iizerinde pazar ag1 artisi
ve %4-5 dolayinda satis artis1 ile en yaygin tiiketim alanlarindandir. Endiistriyel
olarak tretilen 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 (Kirk ve ark., 2002).

1.6. Tezin Amaci

Son yillarda ¢esitli endiistri kollarinda 6zellikle lipaz enzimi kullanimi
artmaktadir. Bu durum lipaz kaynaklarma yogun bir ilgiye neden olmustur. Ozellikle
bakteriler lipaz tireten canlilar arasinda ¢ok fazla Oneme sahitir. Bu calismada
Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan izole edilen lipaz

enzimlerinin karakterizasyonu yapilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Calismada Kullanilan Bakteriler

Bu c¢alismada findik zararlist olan Xylosandrus germanus (Blandford)
(Coleoptera: Curculionidae)’dan izole edilen Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve
Xg2 suslar1 kullanldi. Bu bakteriler Giresun Universitesi Biyoloji Béliimii Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Bilim Dalindaki stoktan temin edildi. Bu suslar fenotipik,
biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler teknikler kullanilarak diger bir ¢alismada

tanimlanmistir (Yayinlanmadi).
2.2. Cahismada Kullanilan Besiyeriler

Bakterilerin aktiflestirilmesinde nutrient broth kullanildi. Lipaz/esteraz
aktivitesinin incelenmesi i¢in bazal medium olarak %] tryptone, %0.5 maya ekstrakt,
%0.5 NaCl, %0.01 CaCl,.2H,0 igeren sirasiyla %1 Tween 20, 80 ve tributirin
besiyeri hazirlandi (Smibert ve Krieg. 1981; Kugiyama ve ark. 1980). Lipaz
aktivitesini belirlemek icin 8 gr Nutrient broth (merck), 4 gr NaCl, 16 g Agar ve
1000 ml saf su ile hazirlanan besiyeri i¢ine % 2.5 zeytinyag ilave edilerek otoklav
ile steril edildi. Yaklasik 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra 10 ml 0.22 pm por capl
filtre ile steril edilen Rhodamine B (sigma) boyasi (1 mg/ml) ilave edildi (Haba ve
ark., 2000; Litthauer ve ark., 2002).

2.3. Calismada Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismada hekzan, etil asetat, izopropanol, etanol, butanol, SDS, DDT,
EDTA, gliserol, merkaptoetanol, N-N dietil formamid, Mg, Ni+2, Ca+2, Mn+2, Hg+2,
Cd+2, Cr+3, Fe' ve Na' iyonlarmin kloriir tuzlar1 kullanildi. Tween 20, Tween 80,
tributirin, rhodamin B, arabic gum, triton X-100, p-nitrofenil palmitat (pNPP)

kimyasallar1 kullanildu.

Xgl ve Xg2 suslan calkalamali inkiibatérde (STIK, PSE-T150) 30°C de
biiyttiildii. Hermle sogutmali santrifiij cihazinda santrifiij edildi. Shimadzu UV Mini

1240 markali spektrofotometre cihazinda lipaz aktivitesi Ol¢tildii. Termoblok
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(WiseTherm HB-96D) cihazinda farkli sicaklik degerlerinin lipaz enzimine etkisi
arastirildi. Bakteri ekimleri steril ortam saglamak amaciyla hood (ESCO)’da yapildu.

2.4. Caliymada Kullanilan Soliisyonlar

Substrat soltisyonu Winkler ve Stuckmann (1979)’in metodu modifiye

edilerek kullanildi.

1. Soliisyon
p-nitrofenil palmitat (pNPP, Sigma N2752) 30 mg, izopropanol 10 ml
2. Soliisyon
Arabic Gum 0.1 g, Triton X-100 2 ml, Tris-HCI (50 mM, pH 8.0) 90 ml

1. solisyon ile 2. soliisyonun karistirilarak iyice c¢alkalanir. Bu soliisyon
Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen ekstraseliiler

lipaz aktivitelerinin kantitatif 6l¢timiinde kullanildi.

2.5. Acinetobacter psychrotolerans Suslarimin Lipolitik Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Izolatlarin lipolitik aktivitelerinin kalitatif olarak belirlenmesi amac1 ile
Tribiitirin, Tween 20 ve Tween 80 igceren besiyerlerine steril tahta cubukla ekim
yapildi ve 30°C’de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tribiitirin agar
besiyerinde kolonilerin etrafinda seffaf zon olmasi, tween 20 ve Tween 80 agar
besiyerinde kolonilerin etrafinda kristallerin olusmasi lipolitik aktivite deneyleri i¢in

pozitif olarak degerlendirildi.

Izolatlarin lipaz aktivitelerinin belitlenmesi amaci ile %2.5 zeytinyag: ilave
edilerek hazirlanan Rhodamine B Agar Besiyeri kullanildi. Bu besiyerine izolatlar
¢izgi ekim yapildiktan sonra 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresi sonunda besiyerindeki kirmizi renkli koloniler olmasi pozitif sonu¢ olarak

degerlendirildi. Ayrica kolonilerin etrafinda olusan turuncu haleler UV
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transilluminatérde 365 nm’de gozlendi. Caligmalarda negatif kontrol olarak

Escherichia coli bakterisi kullanildi.
2.6. Ekstaraseliiler Lipaz Aktivitesinin Tespiti

Izolatlarin ekstraselliiler lipaz aktiviteleri, p-nitrofenolpalmitat’in (pNPP,
Sigma) substrat olarak kullanildigi, spektrofotometrik yontemle 410 nm dalga
boyunda 6l¢iim yapilarak belirlendi. Bu 6l¢iim temel olarak p-nitrofenol esterlerinin
enzimatik hidrolizi sonucunda meydana gelen p-nitrofenol’iin 410 nm’de
kolorimetrik olarak tespit edilmesine dayanmaktadir (Winkler ve Stuckmann, 1979).
Lipaz aktivitesi Ol¢iimiinde hazirlanan substrat soliisyonundan 900 pl ve
ekstraselliiler enzimden 100 pl alinarak spektrofotometrede 6l¢iim yapildi. Bir lipaz
tinitesi (U), dakikada 1 pmol p-nitrofenol agiga c¢ikaran enzim miktar1 olarak
belirlendi. p-nitrofenol kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplamalar yapildi. Bu
hesaplamada 6nce ekstinksiyon katsayisi hesaplandi ve aktivite hesabinda asagidaki

formiil kullanildi.

AA/min V7.10°
A (Uml)= pMol/min/mi=

e.d Vg

AA/min=Dakikadaki absorbans degisimi
Vt=Toplam reaksiyon hacmi

V=Ornek hacmi

¢ = Ekstinksiyon katsayis1

d= Isik yolu (cm)

2.7. Ekstinksiyon Katsayis1 Hesaplanmasi

Her proteinin kendi molar ekstinksiyon (absorbsiyon) katsayis1 (€) vardir. Bu

islemlerde molar konsantrasyon kullanilir ve 15181n gectigi yol ise genel olarak 1 cm

oldugu icin molar ekstinksiyon katsayisi birimi (M'cm™) dir. Absorbans yardimiyla
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konsantrasyonun belirlenmesi i¢in molar absorbans katsayisinin kesin degerinin

bilinmesi gerekir. Islemlerde kullanilan cihazlar da ayri oldugu igin literatiirde

verilen degerleri kullanmak yerine molar ekstinksiyon katsayisi (€) degerinin

hesaplanmas1 daha uygundur (Gill ve Von Hippel, 1989). Molar ekstinsiyon
katsayisinin degeri absorbansi veren maddenin degisimi ve absorbansi arasindaki

sabit oranin ifadesidir (Telefoncu; 1996).

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol kullanildi.
Standarti hazirlamak i¢in 0,5 mM p-nitrofenolden seri ¢ozeltiler hazirland1 ve 410
nm’deki absorbans degerleri belirlendi ve grafik ¢izildi. Bu grafige gore ekstinksiyon

katsayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

¥y ¥

Egim=£.d=
KI-XI

€: Molar ekstinksiyon katsayist (M'ecm™)

d:Isik yolu (cm)

yi:Absorbansin ilk degeri

y»: Absorbansin son degeri

X1: p-nitrofenol konsatrasyonun ilk degeri

X»: p-nitrofenol konsatrasyonun son degeri
2.8. Acinetobacter psychrotolerans Suslarinin Gelisimi ve Lipaz Uretimi

Suslarin 620 nm’de 0.5 OD absorbans verecek sekilde 30°C’de nutrient
broth’da {tiretildi. Bu kiiltiirden 250 ml’lik erlende 50 ml bazal medium bulunan
besiyerine %2 oraninda inokiile edildi ve 150 rpm’de 30°C’deki ¢alkalamali
inkiibatorde inkiibe edildi. Kiiltiiriin hiicre yogunlugu ve ekstraseliiler lipaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak belirlendi (Rajmohan ve ark., 2002). Buna gore 0. saatten
baslayarak her 24 saatte bir 620 nm’de hiicre yogunlugu olciildii. Kiiltliriin
ekstraseliiler lipaz aktivitesi ise p-NPP’1n substrat olarak kullanilmasiyla 410 nm’de
oletildii.
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2.9. Enzim Uretimi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin aktiflestirilmesi ve 6n
kiltiir calismasi i¢in nutrient broth besiyeri kullanildi. Kiiltiirlerin gelisme durumu
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. 620 nm’de 0.5 OD absorbans verecek sekilde 30
°C’de Nutrient Broth’da iiretilen 6n kiiltiirler 500 ml’lik erlende 100 ml Bazal
Medium’a % 2 oraninda inokiile edildi ve 150 rpm’de 30 °C’de calkalamali
inkiibatorde iiretildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 10.000 rpm’de 10 dk +4 °C’de
sogutmali santrifiijde santrifiijj edilerek hiicreler uzaklastirildi. Siipernatant
ekstraseliiler enzim kaynagi olarak kullanildi ve lipaz aktivitesi spektrofotometrik
olarak belirlendi (Oztiirk; 2006). Elde edilen bu siipernatant ham enzim olarak
degerlendirildi. Ham enzimde pH, sicaklik, organik ¢6ziicti ve metal iyonlarinin

etkisi i¢in kullanildi

2.10. Lipazin Karakterizasyonu

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen lipaz
enzimi ile ilgili 6zellikleri belirlenerek karakterize edildi. Bu amacla, bu enzimin en
1yl aktivite gosterdigi pH ve sicaklik degeri belirlenerek, farkli organik c¢oziiciiler,
agir metaller ve cesitli ajanlarin varliginda aktivite belirlenmesi amaciyla aktivite

testleri yapildi (Boran, 2008).

2.10.1. Optimum pH’1n Belirlenmesi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen lipazin en
yiiksek aktivite gosterdigi pH’y1 belirlemek tizere yapilan ¢alismada, pH’lar 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10 olan 50 mM’lik farkli tamponlar kullanildi. pH 4-5 aralifinda sodyum
asetat tamponu, pH 6-7 araliginda potasyum fosfat tamponu, pH 8 Tris-HCI tamponu
ve pH 9-10 araliginda da glisin-NaOH tamponu kullanildi. Calismada farkli pH
degerlerindeki tamponlar kullanilarak substrat ¢ozeltileri hazirlanacaktir. Substrat
solisyonundan 900 pl alinarak 100 pl enzim ile karistirilacak ve 30 °C’de 15 dakika
inkiibatorde inkiibe edilip sonra +4°C’de 10 dakika bekletildikten sonra

spektrofotometrede lipaz aktiviteleri belirlendi.
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2.10.2. Optimum Sicakhi@in ve Stabilitenin Belirlenmesi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen lipazin en
yiiksek aktivite gosterdigi reaksiyon sicakligini belirlemek amaciyla; 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70 , 80 ve 90°C sicakliklarda 15 dakika bekletilerek lipaz aktiviteleri
belirlendi. Ayrica hangi sicakliklarda stabil olduklari incelendi. Bunun igin
aktivitenin goriildigli en yiiksek sicakliklarda enzimler 1 saat inkiibe edildi.
Calismada lipazin en iyi aktivite gosterdigi tampon kullanilarak hazirlanan substrat
soliisyonu kullanildi. Lipazin en iyi aktivite gosterdigi sicaklik, bundan sonra yapilan

tiim aktivite testlerinde kullanildi (Boran, 2008).
2.10.3. Organik Céziiciilerin Lipaz Uzerine Etkileri

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen lipazin
aktivitesi lizerine organik c¢oziiciilerden hekzan, etil asetat, izopropanol, etanol,
asetonitril, aseton, butanol-1-ol ve N,N-dietilformamid etkisi arastirildi. 300 ul
enzim 100 pl organik ¢oziicii ile karistirilarak ve 30°C sicakliktaki calkalayicida 1 ve
2 saat On inkiibasyona tabi tutuldu. Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda
organik ¢dziicii icermeyen enzim tampon (3:1) karisimi kullanildi. On inkiibasyon
sonucunda 1. ve 2. saatlerde 100 pl enzim alinacak ve en iyi aktivite gosterdigi
tampon kullanilarak hazirlanan substrat soliisyonundan 900 ul alinarak karistirildi.
30 °C de 15 dakika inkiibe edilerek, 4°C 10 dakika bekletildikten sonra
spektrofotometrik olarak aktivitesi belirlendi (Boran, 2008).

2.10.4. Metallerin Lipaz Uzerine Etkisi

Metal iyonlarinin Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan
elde edilen lipazin aktivitesi iizerine etkisinin belirlenmesi amaci ile MnCl,, FeCls,
CdCl,, ZnCl,, CoCl,, CuCl, ve NiCly, NH4Cl, CaCl,, MgCl, = HgCl kullanildi.
Kontrol olarak ayni deneysel kosullar altinda agir metal igermeyen Ornekler
kullanildi. Metal iyonlar1 derisimleri 5 mM ve 10 mM metal iyonu olacak sekilde
enzimle karistirild1 ve 30 °C’de 1 saat inkiibasyona tabi tutuldu. inkiibasyon sonrasi

100 pl enzim alind1 ve en iyi aktivite gosterdigi tampon kullanilarak hazirlanan

42



substrat soliisyonundan 900 pl alinarak karistirildi. 30°C de 15 dakika inkiibe edildi,
4°C 10 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrik olarak aktivitesi belirlendi
(Boran, 2008).

2.10.5. Cesitli Ajanlarin Lipaz Uzerine Etkisi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan elde edilen lipazin
aktivitesi lizerine ¢esitli ajanlarin  etkisinin  arastirilmast amaci  farkh
konsantrasyonlarda olacak sekilde SDS, Tween 80, Tween 20, Tribiitirin, gliserol,
DTT, EDTA, Triton X-100 ve merkaptoethanol ile enzim karistirildi ve 30°C
sicaklikta 1 saat 6n inkiibasyona tabi tutuldu. Kontrol olarak ayni1 deneysel kosullar
altinda herhangi bir ajan icermeyen &rnekler kullanildi. On inkiibasyon sonunda en

iyi aktivite gosterdigi tampon kullanilarak, aktivitesi belirlendi (Boran, 2008).
2.11. Enzimlerin Ultrafiltrasyonu ve Jel Kromatografisi

Nutrient broth besiyerinde Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2
suslariin tiremesi ile elde edilen kiiltiirler 620 nm’de 0.5 OD absorbans verecek
sekilde gelistirildikten sonra kiiltiirlerden 500 ml’lik erlende 100 ml bazal medium
icine % 2 oraninda inokiile edildi ve 30 °C’de 150 rpm’de ¢alkalayicida sirasiyla 24
ile 48 saat iiretildi. Inkiibasyondan sonra kiiltiirler 10.000 rpm’de 10 dk +4°C’de
sogutmali santrifiijde santrifiij edilerek hiicreler uzaklastirildi. Siipernatant filtre
edildi ve filtre edilen ornekler ultrafiltrasyon ile konsantre edildi. Ultrafiltrasyon
isleri i¢in Ozel hazirlanan 30 kDa biyiikligindeki molekiillerin tutabilme
potansiyeline sahip membran igerikli falkon tiipler kullanildi. 10000 g’ de 10 dk. tiim
ornekler tiikkeninceye kadar santrifiij edildi. Falkon igerisinde var olan konsantre

ornek daha sonraki ¢calismalarda kullanilmak tizere +4°C de muhafaza edildi.

Jel filtrasyon kromatografisi c¢alismasinda kolon dolgu maddesi olarak
Sephadex G-50 kullanildi. Dolgu maddeleri 10 ml i¢in 1 g tartilarak dH,0 igerisinde
1 saat kaynar su banyosunda kaynatildi ve sonrasinda sogutuldu. 35 cm x 2 cm
boyutlarindaki kolona karistirilarak dokiildii. Konsantre ultrafiltrasyon 6rneklerinden
3’ er ml kolona yiiklendi ve dH,0 kullanilarak akis baslatildi. Kolon akis hizi 30 ml /

saat olacak sekilde ayarlandi. Kolondan ¢ikan 6rnekler mikrosantrifiij tiiplerine 1,5
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ml hacminde toplandi. Toplanan fraksiyonlarin aktiviteleri ol¢tldi. Aktivite
sonuclarina gore %10’ luk SDS- PAGE c¢alismasi yapildi. Bunun i¢in daha 6nce
hazirlanmis tiim oOrnekler yiikleme boyasi ile muamele edildikten sonra 5 dk.
kaynayan su banyosunda bekletildi ve jele yiiklendi. Ydriitme boyasi olarak

asagidaki maddeler kullanilmastir:

Tris 6,8 1 M — 150 pul
Gliserol %87 > 250 ul
Bromofenol blue — 100 pl

dH,0 — % 500l

Yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra jel Coomassie Brillant Blue ( %0,125
Coomassie Brillant Blue R-250, %50 Metanol, %10 Asetik asit) boyasi ile 2-4 saat
boyandi. Daha sonra yikama I (%50 Metanol, %10 Asetik asit) ¢ozeltisinde 1 saat
bekletildikten sonra yikama II (%5 Metanol, %7 Asetik asit) ¢cozeltisine alindi. Daha

sonra fotografi ¢ekildi

2.12. Enzimlerin SDS-PAGE Analizi

Protein ve peptitleri molekiiler agirliklarina gore ayirma ilkesine dayanan,
sodyum dodesil siilfat/poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) enzim
calismalarinda en ¢ok kullanilan elektroforetik yontemdir (Copeland, 2000).
Calismada ultrafiltrasyondan elde edilen 6rnekler kullanildi. SDS-PAGE teknigi
Laemmli’ye gore yapildi (Laemmli, 1970).

2.13. Aktivite Deneyi

Native jel hazirlandi. Ornekler yiiriitildii.  Sonra jel alindi. Yikama
solisyonlart 1 (%1°lik Triton-X-100 50 mM Tris tamponu) ‘de 10 dk bekletildi.
Daha sonra yikama soliisyonlar1 2 ( %0,1°lik Triton-X-100 50 mM Tris tamponu) ‘de
10 dk. bekletildi. 10 dakika da steril saf suda bekletildi. En sonunda jelin iizerine
hazirlanan Tween 20 besiyeri (%1 Tween 20, 20 mM NaCl, 1 mM CacCl;  %0,5 gum
Arabic , %1,5 Agar, dH,0) ilave edildi. Bir gece 30°C’de bekletildi.
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3. BULGULAR

3.1. Acinetobacter psychrotolerans Suslarinda Lipolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin lipolitik aktiviteleri
kalitatif olarak Tween 20, Tween 80 ve Tribiitrin Agar besiyerlerinde 30 °C’de 4 giin
inkiibe edilerek belirlenmistir. Inkiibasyon sonunda suslara ait kolonilerinin etrafinda
kristal/seffaf zon olustugu go6zlenmis ve lipolitik aktiviteleri pozitif olarak
degerlendirilmistir. Sekil 3.1 ve 3.2°de izolatlara ait Tween 20, Tween 80 agar
besiyerlerinde kristal varlig1 belirlenmistir. Sekil 3.3’de izolatlarin Tribtitirin Agar
besiyerinde lipolitik aktivitesinden dolayr olusturdugu zon goriilmektedir.
Rhodamine B agar besiyerinde lipaz aktivite varhigi tespit edilmistir (Sekil 3.4).
Calisma sonucunda kalitatif sonuglar1 incelendiginde en iyi aktivite Tween 20

besiyeri olarak belirlendi ve ¢aligmalarda Tween 20 besiyerisi kullanildi.

Sekil 3.1 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarimin Tween 20
besiyerinde olusturduklar: kristaller. 1: Xgl susu; 2: Xg2 susu; N.K.: Negatif kontrol
E. coli.
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Sekil 3.2 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin Tween 80
besiyerinde olusturduklari kristaller. 1: Xgl susu; 2: Xg2 susu; N.K.: Negatif kontrol
E. coli.

Sekil 3.3 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin Tributirin Agar
besiyerinde olusturdugu zonlar. 1: Xgl susu; 2: Xg2 susu; N.K.: Negatif kontrol E.

coli.
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Sekil 3.4 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin Rhodamine B agar
besiyerinde olusturdugu pembe renkli koloniler ve UV 15181 altindaki goriintii. 1: Xgl
susu; 2: Xg2 susu; N.K.: Negatif kontrol E. coli.

3.2. Ekstraselliiler Lipaz Aktivitesinin Tespiti

Suslarin ekstraselliiler lipaz aktivitesini belirlemek i¢in spektrofotometrik
yontem kullanilmistir. Deneylerde p-nitrofenolpalmitat substrati kullanilarak dalga

boyu 410 nm’de 6l¢iim yapilarak lipaz aktivitesi belirlenmistir.

Konsantrasyonu bilinen pNPPin substrat olarak kullanilmasiyla yapilan
spektroforometrik 6l¢lim sonuglarina gore elde edilen standart grafigi sekil 3.5°de

goriilmektedir.
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Sekil 3.5 pNPP’1n substrat olarak kullanildig1 lipaz aktivitesi standart grafigi.
3.3. Ekstinksiyon Katsay1 Hesabi

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde standart olarak p-nitrofenol kullanildi.
Standart1 hazirlamak i¢in 0,5 mM p-nitrofenolden seri ¢ozeltiler hazirlandi ve 410
nm’deki absorbans degerleri belirlendi ve grafik ¢izildi (Sekil 3.5). Bu grafige gore

1

sonuglar formiilde yerine konularak ekstinksiyon katsayist 16.200 M'cm™ olarak

belirlendi.
3.4. Izolatlarin Hiicre Gelisimi ve Lipaz Aktivitesi

Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin bazal besiyerinde 24
saatlik araliklarla alinan numunelerin hiicre biiytimesi 620 nm lipaz aktivitesi 410 nm
dalga boylarinda 6l¢timleri yapildi (Sekil 3.6 ve 3.7). Elde edilen sonuglara gore Xgl
susunun 24 saatte Xg2 susunun 48 saatte en yiiksek lipaz aktivitesine sahip oldugu

belirlendi.
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Sekil 3.6 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susunun basal besiyerindeki hiicre

yogunlugu ve ekstraselliiler lipaz aktivtesi.

5 0.14
4.5
- 0,12
4 .
s
Q35 0.1
1 ]
= 3
8 - 0,08 5
ERERR z
2 - 0.06 &
.5 3 |
= 1.5 - 0,04
1 .
- 0,02
0.5 7 —8—0.D.
0 0 =—8—T/ml
Zaman (s)

Sekil 3.7 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susunun basal besiyerindeki hiicre

yogunlugu ve ekstraselliiler lipaz aktivtesi.
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3.5. Ekstraseliiller Lipaz Enziminin Karakterizasyonu

Xgl ve Xg2 suslart 500 ml’lik erlende 100 ml’lik Tween 20 besiyerinde
sirastyla 24 ve 48 saat tiretildikten sonra 10.000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen siipernatant ham enzim olarak adlandirildi ve kullanilincaya kadar
+4°C’de bekletildi. Ham enzim kullanilarak optimum 1s1, optimum pH, farkli

¢oOziiciilerin etkisi, farkli ajanlarin etkisi ve farkli minerallerin etkisi incelendi.
3.5.1. Optimum pH’1in Belirlenmesi

Ekstraselliiler lipaz enziminin optimum pH 11 belirlemek i¢in farkli
tamponlar kullanilmistir. Xgl ve Xg2 suslarina ait pH 6-10 araliginda 6l¢iilen
aktivite degerleri ~ Sekil 3.7 ve 3.8’de verilmistir. Calismada kullanilan 3, 4, 5 pH
degerlerinde aktivite tamamen kaybolmustur. Her iki sus i¢in en yliksek lipaz
aktivitesinin pH 8 oldugu belirlendi. pH 8’de ki lipaz aktivite degeri % 100 kabul
edilmistir ve diger pH degerlerindeki aktiviteler buna oranlanmigtir. Xgl ve Xg2

suslarina ait enzimler pH 7°de sirasiyla %51, %76, ve pH 9’da ise sirasiyla %46 ve

%41 kalan aktivitelere sahiptir.

120

100

80

60

./ \

Kalan aktivite (%)

Sekil 3.8 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enziminin farkli pH

degerlerindeki aktivitesi.
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Sekil 3.9 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enziminin farkli pH

degerlerindeki aktivitesi.

3.5.2. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Xgl ve Xg2 suslarina ait lipazlarin optimum sicaklik degerinin belirlenmesi
amaci ile 10-90°C araliginda 15 dakika bekletilerek enzim aktiviteleri incelenmis,
sicakligin Xgl ve Xg2 suslarina ait lipaz enziminin aktivitesine etkisi sekil 3.10 ve
3.11°de verilmistir. 30°C’deki aktivite degeri % 100 kabul edilmistir ve diger sicaklik
degerlerindeki aktiviteler buna oranlanarak belirlenmistir. Bu basamaktan sonra

yapilan biitiin karakterizasyon ¢alismalar1 30°C sicaklikta gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.10 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enziminin farkl

sicaklik degerlerindeki aktivitesi.
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Sekil 3.11 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enziminin farkli

sicaklik degerlerindeki aktivitesi.
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Ayrica hangi sicakliklarda stabil olduklar1 incelenmistir. Bunun ig¢in
aktivitenin goriildigii en ytiksek farkli sicakliklarda enzimler 1 saat inkiibe edildikten
sonra aktivite ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 3.12 ve 3.13). Her iki susa ait lipazlarin
optimum reaksiyon sicakligi 30°C olarak tespit edilmistir. Xgl ve Xg2 suslarma ait
lipaz 10-60 °C araliginda aktif oldugu gozlenmistir (Sekil 3.12 ve 3.13). 60°C’de
sicaklikta; Xgl susuna ait lipaz %80 {izerinde aktivite gosterirken Xg2 susuna ait

lipaz %55 aktivite gostermistir.
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Sekil 3.12 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enziminin farkl

sicaklik degerlerindeki kararliligin aktivitesi.
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Sekil 3.13 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enziminin farkl

sicaklik degerlerindeki kararliligin aktivitesi.

3.5.3. Organik Coziiciilerin Acinetobacter psychrotolerans Suslarinin Lipazlari

Uzerine Etkisi

Xgl ve Xg2 suslarina ait lipaz enzimleri iizerine hekzan, etil asetat,
izopropanol, etanol, asetonitril, aseton, butan-1-ol, N,N-dietilformamid ve kloroform
etkisi arastirilmistir. Bu amagla 300 pl enzim 100 pl organik ¢oziicii ile karistirtlmig
ve 30 °C sicakliktaki calkalayici da 1 ve 2 saat 6n inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
olarak ayni deneysel kosullar altinda organik ¢6ziicli igermeyen enzim tampon (3:1)
karistmi  kullamlmustir.  Inkiibasyon sonunda enzim  aktivite  olgiimleri
spektrofotometrede oOlgiilerek belirlenmis ve ¢ikan degerlerden kontrol % 100 kabul
edilip digerleri kontrole gore kiyaslanmistir. Suslara ait lipaz enzimi {lizerine gesitli

organik ¢oziiciilerin etkisi Sekil 3.14 ve 3.15’de verilmistir.
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Sekil 3.14 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enzimi tizerine farkl

organik ¢oziiciilerin etkisi.
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Sekil 3.15 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enzimi lizerine farkli

organik ¢oziiciilerin etkisi.
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3.5.4. Metallerin Acinetobacter psychrotolerans Suslarimn Lipazlar1 Uzerine

Etkisi

Xgl ve Xg2 suslarina ait lipazin enzimatik aktivitesi {izerine metal
iyonlarinin etkisinin belirlenmesi amaci ile FeCl;, CdCl,, ZnCl,, CoCl,, CuCl,,
NH4CI, LiCl, CaCl,, NaCl, MgCl,, HgCl, ve NiCl, kullanilmistir. Aktivitenin
belirlenmesi i¢in ham enzim ile son konsantrasyon 5 mM ve 10 mM olacak sekilde
metal iyonlar1 ilave edildi. 1 saat 6n inkiibasyona birakildiktan sonra aktivite 6l¢timii
yaptlmistir. Sonuglar metal iyonu icermeyen kontrole gore degerlendirilmistir.
Kontrol %100 kabul edilip diger sonuglar kiyaslanmistir. Sekil 3.16 ve 3.17°da metal

iyonlariin lipaz enzimleri {izerine etkisi gosterilmistir.
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Sekil 3.16 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enzimi tizerine farkl

metallerin etkisi.
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Sekil 3.17 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enzimi tizerine farkl

metallerin etkisi.

3.5.5. Cesitli Ajanlarin Acinetobacter psychrotolerans Suslariin Lipazlar

Uzerine Etkisi

Calismada farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde SDS, Tween 20, Tween
80, Tribiitirin, gliserol, DTT, EDTA, Triton X-100 ve merkaptoethanol ile enzim
karistirildi ve 30°C sicaklikta 1 saat 6n inkiibasyona birakildi. Kontrol olarak aym
deneysel kosullar altinda herhangi bir ajan igermeyen &rnekler kullanildi. On
inkiibasyon sonunda aktivitesi belirlendi (Sekil 3.18 ve 3.19). Deney sonuglarinda

EDTA ve SDS ajanlarinda her iki enzim i¢in yiiksek aktivite kayb1 oldugu goriildii.
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Sekil 3.18 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enzimi tizerine farkl

cesitli ajanlarin etkisi.
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Sekil 3.19 Acinetobacter psychrotolerans Xg2 susuna ait lipaz enzimi tizerine farkl

cesitli ajanlarin etkisi.
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3.6. Acinetobacter psychrotolerans Suslarinin Lipazlarinin SDS-PAGE Analizi

Izolatlarn  iiretmis oldugu ekstraseliiler lipazn ham  enziminin
ultrafiltrasyonundan sonra elde edilen 6rneklerinin sekil 3.20’de protein profilleri
goriilmektedir. Xgl ultrafiltrasyon 6rneklerine jel kromatografisi yapildiktan sonra
fraksiyonlardan elde edilen protein 6rnekleri SDS-PAGE’de yiiriitiilmiis ve protein
bantlar1 gortintiilenmistir (Sekil 3.21). Xgl susuna ait lipazin molekiiler agirligimin
yaklagik 37 kDa oldugu belirlenmistir. Xg2 susuna ait ultrafiltrasyon orneklerinden
yapilan jel kromatografi ¢aligmalarinda diisiikk aktiviteli fraksiyonlar elde

edildiginden lipaza ait protein bant1 gériintiilenememistir.

e M 1 2

Sekil 3.20 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarina ait ultrafiltrasyon
orneklerinin protein profilleri. M: Marker, 1: Xgl susu, 2: Xg2 susu.
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Sekil 3.21 Acinetobacter psychrotolerans Xgl susuna ait lipaz enziminin SDS
PAGE’deki protein profili. M: Marker, 1: Ultrafiltrasyon o6rnegi, 2:, 3:, 4; Jel

filtrasyon ornekleri.

3.7. Aktivitenin Belirlenmesi

Xgl ve Xg2 suslarina ait lipazlarin aktvivite calismalari native jel
kullanilarak yapildi. Aktivite deneyinde hazirlanan Tween 20 besiyeri kullanildi.
Sonugta her iki susta birbirine yakin aktivite bantlari tespit edildi (Sekil 3.22).
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Sekil 3.22 Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarina ait aktivite bantlari.
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4. TARTISMA VE SONUC

4.1. Tartisma

Bu tezde Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarindan izole edilen
lipaz enzimlerinin karakterizasyonu yapilarak, enzimlerin karsilastiriimalari yapildi.
Bu suslarin lipolitik aktiviteleri Tween 20, Tween 80, Tribiitirin ve Rhodamin B
Agar besiyerleri kullanilarak belirlendi. Her iki sus i¢inde en fazla aktivite goriildugi
besiyeri Tween 20 besiyeri oldugundan daha sonraki biitiin ¢alismalarda bu besiyeri
kullanildi. Suslarin trettigi ekstraselliiler lipaz enzimleri p-nitrofenilpalmitat

substrat1 kullanilarak spektrofotometrik olarak tespit edilmistir.

Ekstraselliiler lipaz aktivitesi Tween 20, Tween 80 ve Tribiitirin agar
besiyerleri kullanilarak kalitatif olarak belirlendi (Kugiyama ve ark. 1980; Smibert
ve ark. 1981). Mikroorganizmalarin Tween 20 ve Tween 80 agar besiyerilerinde
lipolitik aktivitesini tespit etmek icin yapilan ekim sonucu mikroorganizmalarin
etrafinda kristaller olugsmaktadir. Tributirin agar lipaz iireten bakterilerin se¢imi i¢in
kullanilan besiyeridir. Lipaz iireten mikroorganizmalar bu besiyerinde agik zon
olusturmaktadir. Rhodamine B agar besiyeri florescent boya olan Rhodamine B
boyasi i¢eren bir besiyeridir. Bu besiyeride lipaz iireten bakterilerin etrafinda UV
15181 altinda 365 nm’de incelendigi zaman turuncu haleler olusturmaktadir (Kouker
ve Jaeger, 1987). Rhodamine B agar besiyerinde substrat olarak zeytinyagi
kullanilmakta ve zeytinyagindaki oleik asitin 18 C’lu olmasindan dolayr Rhodamine
B ile lipaz aktivitesi gostermektedir. Rhodomine B agar lipaz enziminin kalitatif

olarak belirlenmesinde ¢ok sik kullanilan bir besiyeridir (Haba, 2000).

Xgl ve Xg2 suslart nokta ekim yapilarak Tween 20 ve Tween 80
besiyerlerine ekim yapildiktan sonra inkiibasyon sonucu kolonilerin etrafinda
kristaller tespit edildi (Sekil 3.1 ve Sekil 3.2). Bu suslarin Tribiitirin agar besiyerine
ekimleri sonucu ise ac¢ik zon olusumu incelenmistir (Sekil 3.3). Yapilan bazi
calismalarda Tribiitirin agar besiyerinin esteraz ve lipaz aktivitesi sonucunda da agik
zon olusumu tespit edilmistir (Boran, 2008) Bu nedenle Rhodamine B agar besiyeri

kullanilarak suslarin lipaz varligi dogrulandi (Sekil 3.4).
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Lipazlar uzun zincirli triagilgliserolleri hidroliz ettigi i¢in bu calismada 16
C’lu sentetik substrat olarak p-nitrofenilpalmitat, basit ve hizli bir yontem olan
spektrofotometrik yontemde kullanildi ve 410 nm’de absorbans alindi (Hernaiz,

1997).

Mikroorganizmalardan izole edilen lipaz enziminin en yiiksek {iretiminin
oldugu inkiibasyon donemleri farkli zamanlarda olabilmektedir (Kasana ve ark.,
2008; Chaturvedi ve ark., 2010). Bu ¢alismada kullanilan Acinetobacter cinsininin
ayni tiirtin farkli suslar1 farkli zamanlarda lipaz aktivitesi gostermistir. Bu iki susun
lipaz tiretimi saatlere gore spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. 4. psychrotolerans
Xgl susunun en yliksek lipaz tiretimi 24. saatte gozlenmis ve 0,14 U/ml aktivite, A.
psychrotolerans Xg2 susunun en yiiksek lipaz iiretimi 48. saatte gozlenmis ve 0,13
U/ml aktivite gosterdigi belirlenmistir. 4. psychrotolerans suslarinin birbirine yakin
lipaz aktivitesi gosterdigi bulundu. Acinetobacter cinsine ait farkl tiirlerinden izole
edilen lipaz enzimlerinin karakterizasyonu yapilmistir ve 0.085 U aktivite tespit

edilmistir (Kasana ve ark., 2008; Chaturvedi ve ark., 2010).

A. psychrotolerans suslarindan izole edilen lipazlarin en iyi aktivite gosterdigi
optimum pH, pH 8 olarak bulundu. Benzer sonuglar Acinetobacter KM109
(Mitsuhashi ve ark., 1999), Acinetobacter calcoaceticus BD413 (Kok ve ark., 1995)
ve Acinetobacter Iwoffii CR9 (Kasana ve ark., 2008) suslar1 ile yapilan ¢alismalarda
elde edilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan suslardan elde edilen enzimler,
Acinetobacter RAG1 (Snellman ve ark., 2002) ile SY-01 (Han ve ark., 2003)
susundan elde edilen lipaz enziminden daha diisiik pH’da aktifdir. Yapilan benzer
caligmalarda daha yiliksek pH’da aktivite gostermistir (Hong ve Chang, 1988;
Pratuangdejkul ve Dharmsthiti, 2000). Acinetobacter sp. ES-1 susundan elde edilen
yeni enantioselektive lipaz1 pH 7,0°de, Acinetobacter haemolyticus TA106 susunda
pH 7°de (Jagtap ve ark., 2010), Acinetobacter sp. RAG-1 pH 9’da (Snellman ve ark.,
2002) Acinetobacter calcoaceticus 1-7 suslarinda pH 9’da ve (Wang ve ark., 2012)
Pseudomanas aeruginosa BN-1 susunda pH 8’de aktivite gostermislerdir (Syed ve
ark., 2010). Bunun yami sira Acinetobacter Iwoffi 16C-1 susundan elde edilen
ekstraseliiler lipaz pH 9’dan yiiksek ve pH 7.5’den diistik degerlerde (Kim ve Park,
2002); Acinetobacter sp. RAG-1’de pH 10’da; Acinetobacter haemolyticus
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TA106’da pH 5’den daha diisiik ve pH 9°dan yiiksek degerlerde lipaz aktivitesi cok
azalmistir (Jagtap ve ark., 2010).

Her iki susunda en iyi aktivite gosterdigi sicaklik 30°C’dir. Xgl 10-60 °C
araliginda 15 dakikalik deney sonucunda aktivite %90 {izerinde korunmustur. 70
°C’de bu susun yaklasik %60 aktivitesinin korundugu belirlendi. 80 °C’de ise
aktivitenin %10’nun altina dustigt gorilmektedir (Sekil 3.10). Xg2 susunun enzimi
10-60 °C 15 dakikalik deney sonucunda aktivite %90 tizerinde korundugu, 70-90°C
araliginda ise kalan aktivitenin %30 ile %60 arasinda oldugu tespit edildi (Sekil
3.11). Xgl ve Xg2 suslarindan izole edilen enzim Acinetobacter ile yapilan diger
benzer calismalardaki enzimlerden daha diisiik sicaklikta aktivite gosterdigi
bulunmustur (Hong ve Chang, 1988, Han ve ark., 2003, Mitsuhashi ve ark., 1999,
Pratuangdejkul ve Dharmsthiti, 2000; Snellman ve ark., 2002). Bu ¢alismalarda
enzimlerin kararliligi 30 °C’de %90 iizerinde oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda
Xgl enzimi i¢in kararliligi 10-60°C araliginda kalan aktivite %80’nin {izerinde
oldugu tespit edildi. Xg2 i¢in benzer sonuclar tespit edildi. Ancak Xg2 enzimi
60°C’de yaklasik kalan aktivite % 50 olarak belirlendi. Diistik sicakliklarda aktivite
gosteren enzimler endiistriyel uygulamalarda onemli olmaktadir. Acinetobacter
Iwoffii CR9 susu 40°C’de, Acinetobacter sp. ES-1 susundan elde edilen yeni
enantioselektive lipaz1 40°C’de, Acinetobacter haemolyticus TA106 susunda
37°C’de (Jagtap ve ark., 2010), Acinetobacter sp. RAG-1 55°C’de (Snellman ve ark.,
2002), Acinetobacter calcoaceticus 1-7 suslarinda 40°C’de, (Wang ve ark., 2012),
Pseudomanas aeruginosa BN-1 susu ise 37 °C’de en yiiksek aktiviteyi
gostermislerdir (Syed ve ark., 2010). Bunun yani sira Acinetobacter Iwoffi 16C-1
susundan elde edilen ekstraseliiler lipaz 50 °C’den yiiksek sicakliklarda, (Kim ve
Park, 2002); Acinetobacter sp. RAG-1’de 30 °C’den diisiik ve 60°C’ den yiiksek
sicakliklarda; Acinetobacter haemolyticus TA106’da 45°C’den yiiksek ve 28°C’ den
diistik sicakliklarda lipaz aktivitesi tespit edilmistir (Jagtap ve ark., 2010).

Lipaz substratlar1 genellikle suda ¢oziinmeyen ya da kismen ¢oziilebilen
bilesiklerdir. Bazi reaksiyonlar i¢in organik ¢oziictilerden veya sulu organik

¢oOziiciilerden yararlanilmaktadir. Bununla birlikte organik ¢oziiciilerin, enzimler ve
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mikroorganizmalar tizerinde zararli etkilerinin de oldugu bilinmektedir. Organik
¢oziicti varliginda bir¢ok organizma islevini kaybeder ve biiylimesi durur. Enzimler
genel olarak organik ¢oziici varliginda denatiire oldugunda aktivitelerini
kaybettiklerinden organik ¢o6ziictilere tolerans gosteren enzimler endiistride oldukca
genis bir uygulama alan1 bulabilmektedir (Hun ve ark., 2003). Acinetobacter
psychrotolerans suslarindan izole edilen lipazlarin organik c¢oziicliler iizerinde
yiiksek oranda kararli oldugu bulundu. Acinetobacter psychrotolerans Xgl susunun
lipaz aktivitesi N,N-dietilformamid, etanol, asetonitril, izoproponal, hekzan, etilasetat
ve kloroform ¢oziiciilerinde %80 {izerinde iken; butan 1-ol ¢oziicide 2 saatlik 6n
inkiibasyon sonucu kalan aktivitesi yaklasik %60 ve aseton ¢oziiciisiinde 1 saatlik 6n
inkiibasyon sonucu %60 aktivite gostermistir. Acinetobacter psychrotolerans Xg2
susunda ise N,N-dietilfformamid, etanol, hekzan, etilasetat, aseton ve kloroform
coziiciileri lipaz aktivitesini etkilemezken; izoproponal, asetonitril ve butan-1-ol
coziiciileri varliginda aktivite kaybi tespit edilmistir. Organik c¢oziiciilerin enzimleri
inaktive ve denatiire etmesi enzimlerin kullanimini engellemektedir (Ogino ve ark.,
1995). Pseudomonas aeruginosa BN-1 ile yapilan caligmalarda hekzan lipaz
akivitesini degistirmezken etanol, izopropanol ve aseton aktiviteyi azaltmistir (Syed
ve ark., 2010) Acinetobacter sp. RAG-1 ile yapilan ¢alismada izopropanol ve aseton
varlig1 lipaz enziminin aktivitesini c¢ok azaltmigken asetonitrilin %30 azaldig tespit
edilmistir (Snellman ve ark., 2002). Acinetobacterin bazi alt suslariyla yapilan
caligmalarda etanol, izopropanol ve aseton lipaz aktivitesini bir miktar artirdigi
asetonitril, metanol ve hekzan ¢oziiciilerinin hemen hemen aktiviteyi degistirmedigi
bulunmustur (Khoramnia ve ark., 2011). Pseudomonas suslariyla yapilan tez
calismasinda ise hekzan, izoproponol ¢oziiciilerinin lipaz aktivitesini 6énemli dlgiide
(Boran, 2008) artirdig1 ve butanol ¢oziiclisiiniin aktiviteyi bir miktar azalttigi, etil
asetat c¢oziiclisiinlin ise 2 saatlik inkiibasyon sonucunda aktivitede 6nemli 6l¢iide

kayiplara neden oldugu saptandi (Boran, 2008).

Metal iyonlarimin, genellikle enzimin spesifik bolgelerdeki negatif yiiklii
aminoasit birimlerine baglanarak enzimin aktif ve kararli yapisin1 korumasinda etkili
bir rol oynadig1 bilinmektedir (Sisik, 2003). Acinetobacter psychtolerans Xgl ve
Xg2 suslarmin extraseliiler lipaz enzimleri NiCl,, NH4Cl, CuCl,, CoCl,, CdCl,,
CaCl,, FeCls, NaCl, ZnCl,, HgCl, MgCl, ve LiCIl metallerinin 5 mM ve 10 mM’lik
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cozeltileri ile 30°C’de 1 saat inkiibasyondan sonra Xgl susunun iirettigi lipaz FeCls
ve CuCl, metallerinin 10 mM’lik ¢6zeltisi ile ZnCl,’ nin her iki konsantrasyonundaki
cozeltileri enzim aktivitesini 6nemli Ol¢iide azaltmistir. Xg2 bakterilerinin iirettigi
lipaz enzimi NiCl,, CoCl,, CdCl,, CaCl,, NaCl ve LiCl metallerinin 5 mM ve 10 mM
konsantrasyonlarinin varliginda kontrol grubuna yakin degerlerde aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. NH4CI'tin 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlari lipaz aktivitesini
strastyla yaklasik olarak %10 ve %2 oraninda artirmistir. Buna karsilik CuCly’tin 5
mM’lik konsantrasyonu %40 oraninda lipaz aktivitesini azalttigr, 10 mM’lik
konsantrasyonu ve ZnCl,’tin her iki konsantrasyonu ise lipaz aktivitesini ¢ok biiyiik
oranda azalttif1 oOlclilerek bulunmustur. Yapilan diger benzer g¢aligmalarda Ca™
iyonlar1 kontrol ile benzer sonuglar gostermistir (Han ve ark., 2003; Kok ve ark.,
1999; Mitsuhashi ve ark., 1999, Snellman ve ark., 2002). Bir diger ¢alismada Cu™
ve Zn"? iyonlarimin 10 mM konsantrasyonu enzim aktivitesini azalttig1 bulunmustur

(Snellman ve ark., 2002).

Cesitli ajanlarin  Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslariin
ekstraseliiler lipaz enzimleri tizerindeki sonuglar incelendiginde her iki susta EDTA
ve SDS ajanlarinin varligindan etkilenirken diger ajanlarin etkilenmedigi belirlendi.
Yapilan bir ¢alismada Triton X-100, Tween 20 ve Tween 80 ajanlarinin enzim
aktivitesi lizerinde etkili olmadig1 goralmustiir. (Khoramnia ve ark., 2011; Wang ve
ark., 2012). Xgl 10 mM’lik EDTA varliginda kalan aktivite yaklasik % 40 iken Xg2
susunda ise % 20’nin altinda oldugu belirlendi. Xgl susunun enzim aktivitesi % 1°lik
SDS ile tamamen inhibe edilirken Xg2 susunda ise kalan aktivite yaklasik % 6

civarindadir.

Xgl susundan elde edilen ekstraselliler enzimin SDS-PAGE analiz
sonuglarinda molekiiler agirligi 37 kDa olarak bulundu. Acinetobacter tiirlerine ait
enzimlerin molekiil agirliklar1 23-62 kDa arasinda olduklar belirtilmektedir (Wang
ve ark., 2011). Acinetobacter tiirlerinden Acinetobacter sp. ES-1 (Kasana ve ark.,
2008), Acinetobacter venetianus RAG-1 (Snellman ve ark., 2008), Acinetobacter sp.
RAG-1 (Snellman ve ark., 2002), ve A. calcoaceticus BD413 (Kok ve ark., 1995)
suslarinin yaklasik 32 kDa oldugu bulundu. Diger ¢alismalarda; 4. junii SY-01 40
kDa (Yoon ve ark., 2004), Acinetobacter sp. B2 60 kDa ((Son ve ark., 2004), A.

66



calcoaceticus LP009 23 kDa (Pratuangdejku ve ark., 2000), A. radioresistens CMC-
1 45 kDa (Hong ve ark., 1998), Acinetobacter sp. KM109 62 kDa (Mitsuhashi ve
ark., 1999), Acinetobacter CMC-2 38 kDa (Ng ve ark., 1999) ve Acinetobacter
johnsonii LP28 53 kDa (Wang ve ark., 2011) oldugu goriildii. Yapilan bir ¢alismada
kullanilan Acinetobacter baumannii BD5 susundan izole edilen enzim ile Xgl
susundan izole edilen enzimin ayni1 molekiil agirligina sahip oldugu tespit edildi (In-
Hye ve ark., 2009). Xgl susundan izole edilen enzim iizerinde 10 mM
konsatrasyondaki Zn"* ve Fe™ yaklasik %90 aktivite kayb: olmustur. Ancak BD5
susundan izole edilen 10 mM konsantrasyondaki Zn™ %46 aktivite kaybina neden
olurken Fe™’de aktivite kaybi goriilmemistir. Aymi calismada Triton X-100,
merkaptoetanolde aktivite kaybi olurken Xgl enziminde c¢ok Onemsiz kayip

gozlendi.
4.2 Sonuc¢

Ticari enzimlere, 6zellikle de mikrobiyal kaynakli enzimlere olan ilgi giin
gectikce artmaktadir. Clinkii pek ¢ok alanda kullanima sahip olmalar1 s6z konusudur.
Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlar kimyasal metotlara gore daha ucuz ve
daha basittir. Enzimler basta gida, eczacilik, deterjan, tekstil ve kozmetik olmak
tizere pek ¢ok sanayi dalinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriyel enzim
tretimi bu alanlar i¢cin 6nemli ¢apta yapilmaktadir. Sentez reaksiyonlar1 genellikle
yiiksek sicakliklarda ve organik ¢oziicii bulunan ortamlarda gerceklestirilmektedir.
Bu nedenle, bu amaca hizmet etmek icin kullanilacak bir enzim yliksek sicakliklarda
ve organik ¢oziicli ortamlarinda kararli olmasi ve bu sartlarda katalitik fonksiyonunu

yiiksek oranda gerceklestirmesi gerekmektedir.

Bu tezde lipaz enzimini iireten bakterilerden Acinetobacter psychrotolerans
Xgl ve Xg2 suslan incelenmistir. Calisma sonucunda Acinetobacter
psychrotolerans Xgl enzimi i¢in 10-60°C araliginda kalan aktivitenin %80°nin
tizerinde oldugu tespit edildi. Xg2 i¢in de benzer sonuglar tespit edildi. Ancak Xg2
enzimi 60°C’de yaklasik kalan aktivite %50 olarak belirlendi .
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Belli bir pH degerinde maksimum aktivite gostermesi sebebiyle lipazin
bir¢ok alanda katalizor olarak kullanilmas1 miimkiin olacaktir. Optimum pH degeri 8
olarak saptanmistir. Acinetobacter psychtolerans Xgl susunun 24 saat siireyle
iretilmesi sonucunda maksimum lipaz tiretimini, Acinetobacter psychtolerans Xg2
susunun 48 saat sonunda maksimum lipaz iiretimini saglamasi nedeniyle ¢ok zaman

kaybi1 olmaksizin lipaz enziminin iiretiminin gergeklestirilmesi miimkiin olacaktir.

Ayn1 zamanda Acinetobacter psychrotolerans Xgl ve Xg2 suslarinin
sentezledigi lipaz enziminin organik ¢o6ziicli ortamlarindaki kararliligi ve metal
iyonlar1 ve ¢esitli ajanlara kars1 davranis1 bu enzimin daha cok iiretilip ve daha fazla
oranda saflastirilmasiyla farkli sanayi kollarinda, farkli reaksiyonlarin katalizinde
kullanimina olanak saglayabilecek tiirden olabilecegini gostermektedir. Xgl susunun
tirettigi lipaz FeCls ve CuCl, metallerinin 10 mM’lik ¢ozeltisi ile ZnCl,’nin her iki
konsantrasyonundaki ¢ozeltileri enzim aktivitesini 6nemli Ol¢iide azaltmistir. Xg2
bakterilerinin {rettigi lipaz enzimi NiCl,, CoCl,, CdCl,, CaCl,, NaCl ve LiCl
metallerinin 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlarinin varliginda kontrol grubuna yakin
degerlerde aktivite gosterdigi tespit edilmistir. NH4Cl'tin 5 mM ve 10 mM
konsantrasyonlar1 lipaz aktivitesini sirasiyla yaklasik olarak %10 ve %2 oraninda
artirmistir.  Ayrica CuCly’tin 5 mM’lik konsantrasyonu % 40 oraninda lipaz
aktivitesini azalttigi, 10 mM’lik konsantrasyonu ve ZnCl,’iin her iki konsantrasyonu
ise lipaz aktivitesini artirmistir. Acinetobacter psychrotolerans tiriiniin her iki susu
incelendiginde EDTA ve SDS ajanlarinin varliginda irettikleri lipaz enziminin
aktivitesinin ¢ok azaldigi diger ajanlardan etkilenmedigi belirlendi. Her iki susun
cesitli organik c¢oziiciilerin varliginda yiiksek oranda kararliligin1 korudugu tespit

edilmistir.
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